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Resumo

O estuério do rio Coreal possui uma das margens tangenciando a area urbana de Camocim,
enquanto a outra tangencia a APA das Dunas da llha da Testa Branca. Com 0 objetivo de
verificar os efeitos das atividades antropicas na margem urbanizada, este trabalho analisou
parametros fisico-quimicos e microbioldgicos em ambas as margens. Analises de pH,
temperatura, turbidez, oxigénio dissolvido e DBOs foram realizadas na 4gua. Amostras do
sedimento foram utilizadas para quantificacdo de matéria organica e de bactérias
heterotrdficas, enumeracdo de coliformes, quantificacdo de células procaridticas e de
bactérias patogénicas. Nao houve diferenca significativa para os parametros fisico-quimicos,
exceto para matéria organica no sedimento, maior na margem urbanizada. A densidade de
bactérias heterotroficas e de células procaridticas € maior na margem urbanizada. Os
resultados indicaram que coliformes termotolerantes ocorrem apenas na margem urbanizada.
Todos os taxa bacterianos patogénicos sdo encontrados em maior densidade na margem
urbanizada, onde a densidade de E. coli € quase cinco vezes maior. Nossos resultados indicam
que o descarte de aguas residudrias esta relacionado com a maior densidade de bactérias
patogénicas no sedimento da margem urbanizada o que pode resultar em um problema de
salde publica.

Palavras-chave: Bactérias patogénicas; Escherichia coli; Aguas residuarias; Impacto
ambiental; Recursos hidricos.

Abstract
The Coreal River estuary presentes one margin tangying the Camocim urban area, while the
other touches the APA of Dunas da Ilha da Testa Branca. In order to verify the effects of
human activities in the urbanized margin, this work analyzed physical-chemical and
microbiological parameters on both margins. Analysis of pH, temperature, dissolved oxygen,
turbidity and BODs were performed in the water. Sediment samples were used for
guantification of organic matter and heterotrophic bacteria, enumeration of coliforms by
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MPN and, quantification of prokaryotic cells and pathogenic bacteria. There were no
significant differences in the physical-chemical parameters, except for organic matter in the
sediment, greater on the urbanized margin. The densities of heterotrophic bacteria and
prokaryotic cells, are higher in the urbanized margin. The results indicated that
thermotolerant coliforms occur in the urbanized margin only. All the pathogenic bacterial
taxa are found in greater density on the urbanized margin, where the density of E. coli is
almost five times greater. Our results indicate that the wastewater discharge is related to the
higher amount of pathogenic bacteria in the sediment of the urbanized margin and this can

results in a public health problem.

Keywords: Pathogenic Bacteria; Escherichia coli; Wastewater; Environmental Impact;

Water Resources.

Titulo Abreviado: MICRORGANISMOS NO SEDIMENTO DE MARGENS DO RIO

COREAU EM CAMOCIM

1. INTRODUGAO

Estuarios sdo zonas de transi¢do criticas em
que ocorre a ligacdo de habitats Idtico,
marinho e terrestre. Todo o aporte, seja de
matéria organica, de compostos quimicos e de
material biolégico vem dos ecossistemas
adjacentes, através da dinamica das marés,
vazdo fluvial e precipitacdo. Essa
complexidade faz com que o0s parametros
fisico-quimicos e microbiologicos da area
sejam constantemente modificados.  Nos
estuarios  ocorrem  fungbes  ecoldgicas
essenciais, como a decomposicdo de matéria
organica, ciclagem e transporte de nutrientes e
de matéria organica entre 0s ambientes
terrestre, marinho e limnico. As caracteristicas
estuarinas séo fundamentais para
proporcionar habitats e alimentacdo para
espécies residentes e migratérias que
frequentam esses ecossistemas (LEVIN et al.,
2001; FU, 2014; CREED et al., 2015;
EUCHARISTIA, 2019; KRICKOV et al.,
2020).

0] crescimento populacional
humano, associado a falta de planejamento
urbano, resulta em alteracbes das
caracteristicas fisico-quimicas e biologicas
das regibes costeiras, de forma a afetar as
funcionalidades biologicas do ecossistema.
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Atividades humanas geram residuos liquidos
e solidos que irdo atingir regiGes de estuério,
podendo causar doencas, reducdo da beleza
cénica, alteragdes nas teias alimentares,
reducdo da produtividade de peixes e
contaminacdo da &gua e do sedimento
(RAHIM et al, 2020). Essas alteracdes
refletem tanto na dindmica das espécies que
utilizam esse ambiente como habitat, como
para a populacdo humana que tem relacdo
direta ou indireta com os estuarios (SEMADS,
2001). Anthony et al. (2014), alertam que a

ocupacdo humana provoca acentuadas
alteracdes na paisagem costeira e no aporte de
efluentes para o estuario, causando

degradacdo e assoreamento.

Aguas residuarias, provenientes de
atividades  antropicas, trazem  consigo
microrganismos entéricos com potencial
patogénico, que podem se associar a particulas
do sedimento de forma a persistirem no
ambiente (ANDERSON et al., 2005;
HASSARD et al., 2016). Microrganismos
patogénicos associados ao sedimento estdo
sujeitos a se tornarem  sSuspensos
(DRUMMOND et al., 2014), sendo esse um
significante  reservatdrio para bactérias
encontradas na coluna d’agua (YAMAHARA
et al., 2007). De acordo com Zhao et al.
(2020), bactérias entéricas no sedimento
estuarino podem apresentar resisténcia a
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antibidticos, elevando o risco a saude publica.
Anélises metagenémicas realizadas por
Medeiros et al. (2016) demonstraram que a
urbanizagdo ocasiona modificagdo da
comunidade bacteriana em ambiente lo6tico, de
forma a resultar em maior abundancia de
sequéncias de bactérias entéricas e
patogénicas para seres humanos e demais
animais. Os autores notaram aumento médio
nas sequéncias de Burkholderia (319%), E.
coli (2.733%), Shigella (2.400%), Salmonella
(1.150%) Pseudomonas (144%), Vibrio
(400%) dentre outros, comparando-se regido
urbanizada com ndo urbanizada.

Dentre 0S microrganismos
potencialmente patogénicos, Escherichia coli,
€ uma enterobactéria reconhecida como
indicadora da qualidade bacteriologica da
agua. Linhagens diarreagénicas de E. coli
estdo associadas com sérios problemas de
salde publica e muitos casos de mortalidade
infantil.  CondicBes  inadequadas  de
saneamento e higiene em diversas regides da
Africa, Asia e América Latina levam a
frequentes surtos de diarreia em criangas e
jovens (CROXEN et al., 2013 ODONKOR e

AMPOFO, 2013; TORRES, 2017,
MARAMRAJ et al., 2020). Dentre o0s
microrganismos causadores de doengas

entéricas, E. coli é uma das mais importantes
espécies bacterianas. A aquisicao de genes via
transferéncia horizontal € um fator chave para
a disseminacdo do potencial patogénico da
espécie (KAPER et al., 2004; GOMES et al.,
2016). Além disso, a resisténcia a antibidticos
de algumas linhagens torna a infeccéo por E.
coli ainda mais preocupante e de dificil
tratamento (PORMOHAMMAD et al., 2019).

No municipio de Camocim,
semiarido do estado do Ceard, localiza-se o
estuario do rio Coreau, onde ilhas, mangues e
dunas fazem parte do conjunto cénico. Em
uma das margens localiza-se a area urbana do
municipio, enquanto na outra, esta localizada
a Area de Protecdo Ambiental (APA) da llha
da Testa Branca. Segundo o Instituto
Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE,
2020), a populagéo estimada de Camocim, em
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2019, era de 63.661 habitantes. De acordo
com o Sistema Nacional de Informac6es sobre
Saneamento, em 2018, aproximadamente
46% da populacdo urbana era atendida pela
rede coletora de esgoto e 74% do esgoto
coletado era tratado pelo municipio (SNIS,
2020) em um sistema composto por duas
lagoas de estabilizacdo sem monitoramento
dos efluentes tratados (NAT, 2014).
Atividades extrativistas na regido da
foz do rio Coreall sdo fonte de renda de
significativa parcela da populacdo local,
sendo rotineira a presenca de pescadores
realizando manutencdo de embarcacbes e
pesca, além de catadores de mariscos nas
margens do rio. O despejo incorreto de parte
do esgotamento sanitario pode fazer com que

caracteristicas fisico-quimicas e
microbioldgicas do  ambiente  afetem
negativamente a salde humana e

ecossistémica. O presente estudo objetivou
analisar caracteristicas fisico-quimicas e
microbiol6gicas nas margens na regido de foz
do rio Coread e relacionar as variagcdes com as
diferentes atividades desenvolvidas nesses
locais e indicar implicacdes para a salde
publica.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Descricéo do Local

A foz do rio Coreau esté localizada na
regido noroeste do estado do Ceara, no
municipio de Camocim (Figura 1). Segundo
Koppen-Geiger na regido ocorre o clima
tropical com estacdo seca de inverno (PEEL et
al., 2007). A foz € caracterizada por uma de
suas margens tangenciar a &rea urbana
municipal, com pontos de descarte de aguas
residudrias, aguas pluviais e pela presenca de
atividades de venda de pescado, construcao e
manuten¢do de embarcacdes.

A margem oposta do rio Coreal
tangencia a APA das Dunas da llha da Testa
Branca, regido com pouca interferéncia
humana, contendo grande quantidade de
dunas e restinga, além da presenca de uma
regido de mangue (ICMBIO, 2007).
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Figura 1. Localizacdo geografica da area de estudo.

2.2 Coleta de Amostras

Amostras compostas de sedimentos da
zona entremarés foram obtidas na margem que
tangencia a area urbana de Camocim
(2°53°17°S 40°50°43.5°W) e na margem da
APA das Dunas da llha da Testa Branca
(2°53°09.1”S  40°50°29.9”W). Para tanto,
foram realizadas 20 subamostragens em area
de nove metros quadrados. As subamostras
coletadas (0-5 cm) foram inseridas em sacos
plasticos e entdo homogeneizadas por
agitacdo manual. Foram obtidas trés amostras
compostas de cada uma das margens do rio
Coreal. As amostras foram mantidas
resfriadas até a execucdo dos procedimentos
em laboratorio.

2.3. Turbidez, pH, Temperatura,
Materia Organica Total (MOT) e Demanda
Bioquimica de Oxigénio (DBO)

Em campo, utilizando-se a sonda
Multiparameter Water Quality Checker U-50
(HORIBA) foram realizadas medigdes do pH,
turbidez e da temperatura da &gua no
momento da coleta.
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Amostras de agua, em triplicata,
foram coletadas e levadas ao laboratério onde
foram inseridas em béqueres e os valores de
oxigénio  dissolvido  foram  medidos
utilizando-se a sonda Multiparameter Water
Quality Checker U-50 (HORIBA). A
determinacdo da demanda biogquimica de
oxigénio foi realizada de acordo com Delzer e
McKenzie (2003), onde os béqueres foram
mantidos a 20 °C no escuro durante cinco dias.
Ap0ls esse periodo houve nova medicdo do
oxigénio dissolvido em cada béquer e entdo a
DBOs foi calculada através da subtracdo do
valor inicial pelo final.

Das amostras de sedimento obtidas
foram utilizadas aliquotas de 20 g para se
proceder com a determinacdo da matéria
organica total no sedimento. Para tanto, 0s
sedimentos foram inseridos em recipientes de
porcelana de massa conhecida. O material foi
deixado em estufa a 115 °C durante 24 h para
evaporacdo da agua e determinacdo da massa
de sedimento seco (Ms). Em seguida o
material foi pesado e inserido em mufla a 500
°C por 3 h. Por fim o material foi novamente
pesado para determinacdo da massa do
sedimento muflado (Msm) e a matéria organica
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total foi quantificada de acordo com a seguinte
equacdo: MOt = Mss - Msm.

2.4. Cultivo e
Bactérias Heterotroficas
Aliquotas de 1 g de cada amostra
composta foram utilizadas para realiza¢ao de
diluicdes seriadas (10 e 102) em solugio
salina estéril (NaCl 0,9%). Um volume de
1.000 pL de cada diluicdo foi utilizado para
realizacdo da técnica de pour plate em placas
de Petri. Em seguida, verteu-se um volume de
15 a 20 mL de Plate Count Agar (KASVI) a
50 °C (contendo 0,64% de fluconazol para
inibir o desenvolvimento de coldnias
fangicas) no interior de cada placa. Os
procedimentos foram realizados em triplicata.
Por fim as placas foram fechadas e
movimentos circulares foram realizados para
permitir a homogeneizacdo da mistura antes
da solidificagdo do meio. As placas foram
incubadas a 30 °C ou 35 °C por 48 h para se
proceder com a contagem das col6nias
obtidas. O resultado foi expresso em Unidades
Formadoras de Col6nias por grama de
sedimento (UFC g™).

Aliquotas de 1 g de cada amostra
composta foram submetidas a dilui¢bes
seriadas (NaCl 0,9%) de 10 a 107 utilizando-
se a técnica de tubos multiplos da 23? edicao
do Standard Methods for the Examination of
Water and Wastewater (APHA, 2017).
Prosseguiu-se com as andlises para
determinacdo do Numero Mais Provavel
(NMP) para determinagéo de coliformes totais
e coliformes termotolerantes, utilizando-se
tabela de acordo com o Bacteriological
Analytical Manual (BLODGETT, 2010).

Inicialmente realizou-se o teste
presuntivo, onde tubos contendo 9 mL de
Lactose Broth (TM media) e tubos de Durhan
invertidos em seu interior receberam 1.000 pL
de cada dilui¢do. Em triplicata os tubos foram
incubados por 48 h a 35 °C. Os tubos de
Durhan com formacdo de gas no interior
foram selecionados como positivos e entdo
procedeu-se com o teste confirmatorio de
coliformes totais. Para tanto, empregou-se o0

Contagem de
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caldo Verde Brilhante 2% (TM media) no
interior de tubos de ensaio contendo tubos de
Durhan invertidos para inoculacdo do
conteddo dos tubos positivos do teste
presuntivo e posterior incubacgéo a 35 °C por
48 h. O contedo dos tubos com resultados
positivos no caldo Verde Brilhante 2%
(formacdo de gas no interior dos tubos de
Durhan) foram ent&o inoculados em tubos
contendo caldo EC (TM media) e com tubos
de Durhan em seu interior. Para a verificacdo
da presenca e enumeracdo de coliformes
termotolerantes os tubos foram incubados por
24 h a 44,5 °C. O contetdo dos tubos com
resultados positivos foi entdo inoculado em
placas contendo o &gar EMB (Eosin
Methylene Blue — TM media) para verificacéo
da coloracdo das col6nias crescidas a 37 °C
por 24 h.

2.5. Quantificacdo Direta de
Microrganismos — Hibridizacdo in situ
Fluorescente (FISH)

Amostras de sedimento foram
fixadas com formalina 2% e mantidas em
frascos estéreis até o0 processamento.
Inicialmente as amostras foram submetidas a
sonicacdo (Vibra Cell VCX 130PB, Sonics &
Materials®) com amplitude de 110,7 pm
durante 60 segundos, por trés vezes, com
intervalos de 30 segundos entre cada
sonicacdo. Em seguida foram centrifugadas a
500 g por 5 minutos e o sobrenadante foi
removido. Esta etapa foi repetida mais duas
vezes, sendo que a cada repeticdo, era
adicionada agua ultrapura para lavagem do
conteddo. Por fim, as trés fracbes de
sobrenadantes foram unidas em um mesmo
frasco, centrifugadas novamente e um volume
de 1 mL utilizado para filtragdo em filtros de
policarbonato (Nucleopore®) de 0,2 pm
(DEL’DUCA et al., 2013). Em seguida as
amostras foram submetidas ao protocolo de
Hibridizacdo in situ Fluorescente
(DEL’DUCA et al.,, 2013) com sondas de
oligonucleotideos de rDNA para identificar
bactérias com potencial patogénico (Tabela
1). Uma sonda sem especificidade para
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qualquer bactéria, foi utilizada como controle
negativo para avaliar a hibridizacdo
inespecifica nas amostras. Todas as sondas
utilizadas eram marcadas com o fluorocromo
Cy3 e descritas na plataforma online probe
Base (LOY et al., 2007).

A abundancia bacteriana foi obtida
pela contagem de dez campos aleatorios em
cada  filtro em microscopio de
epifluorescéncia Olympus BX60 (Olympus,

microscopio foram contadas as células
coradas com DAPI (para quantificar a
abundancia procaridtica total) e as células
coradas com as sondas especificas.

2.6. Analises Estatisticas

Os dados  analisados  foram
considerados normais pelo teste de Shapiro-
Wilks. Foi entdo realizado teste de variancia
(ANOVA) seguido por Tukey a 5% de

Japdo). Em cada campo analisado ao probabilidade.

Tabela 1. Sondas de oligonucleotideos de rDNA marcadas com o fluorocromo Cy3 utilizadas no
procedimento de Hibridizag&o in situ Fluorescente

Sonda Especificidade Sequéncia (5’ - 3%) FA!  Cobertura? Referéncia
NON Controle Negativo TAGTGACCGTCGA 30% -- YOKOKAWA E NAGATA, 2005
Aero2 Aeromonas GTAACGTCACAGCCAGCAGA 35% 11,45% KYSELKOVA et al., 2009
VIB572a Vibrio ACCACCTGCATGCGCTTT 40% 59,89% HUGGETT et al., 2008
ENT183 Enterobacteriaceae CTCTTTGGTCTTGCGACG 20% 44.27% FRIEDRICH et al., 2003
Pae997 Pseudomonas TCTGGAAAGTTCTCAGCA 20% 13,72% AMANN et al., 1996
ECO1167 Escherichia coli GCATAAGCGTCGCTGCCG 40% -- NEEF E AMANN, 1995
Enc145 Enterococcus GGGATAACACTTGGAAAC 20% 84,00% BEHR et al., 2000
Kpn Klebsiella pneumoniae CCTACACACCAGCGTGCC 30% -- KEMPF et al., 2000
Str Streptococcus CACTCTCCCCTTCTGCAC 30% 31,92% TREBESIUS et al., 2000

! Porcentagem de formamida (FA) na solucéo de hibridizac&o.

2 De acordo com o RibosomalDatabase Project

Resolugdo CONAMA n° 274, de 2000, os
valores para coliformes termotolerantes
permitem classificar o ambiente como
“Excelente” quanto a balneabilidade. N&o
houve variagdo significativa entre 0s
parametros fisico-quimicos analisados da
agua. A matéria organica total do sedimento

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os valores de oxigénio dissolvido
(OD) nas amostras de agua estdo de acordo
com a Resolugdéo CONAMA n° 357, de 2005,
para a classe Il - aguas salobras (CONAMA,
2005), que permitem 0 uso do recurso para

pesca amadora e recreacdo (Tabela 2). Os
valores de pH também se mantiveram entre 0s
valores determinados pela resolugdo, com
valores entre 6,5 e 8,5. De acordo com a
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foi maior na margem urbanizada.

O maior valor de matéria organica na
margem urbanizada pode estar relacionado
com o descarte de efluentes ndo tratados e
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mesmo de efluentes tratados na regido da
margem urbanizada, visto que ndo ocorre
monitoramento dos mesmos (NAT, 2014).
Além disso, o descarte de 6rgdos de parte do
pescado que é desembarcado na margem
urbanizada do rio pode contribuir para essa
diferencga.

Comparando-se a densidade
bacteriana  heterotréfica em  mesmas
temperaturas entre sedimento de margem
urbanizada e ndo urbanizada, observa-se que a
30 °C o valor na margem urbanizada €, em
média, 26 vezes maior que na ndo urbanizada

(Figura 2). No mesmo sentido, a 35 °C, a
densidade é 72 vezes maior na margem
urbanizada. Isso pode ser um indicativo de que
parte das colonias sejam de coliformes, visto
que, por serem bactérias que normalmente
colonizam o trato gastrointestinal de animais,
incluindo humanos, possuem temperatura
Otima de crescimento mais proxima de 35 °C
do que 30 °C (GRIMES et al., 1986; LAIBU,
2018). Nesse sentido, tende-se a observar
maior crescimento de colonias bacterianas na
temperatura de 30 °C, em decorréncia de ser
mais préxima da temperatura da agua.

Tabela 2. Valores médios dos parametros fisico-quimicos medidos na dgua e sedimento nas margens

do estudrio do rio Coreau

Ambiente/ pH Temperatura  Turbidez oD DBOs MOt (mg)

Parametro (°C) (NTU) (mg L?) (mg L?) sedimento

Urbanizado 796+0a 2780+01a 1936%1,7a 52+05a 0,4433+0,10a 0,2205 +0,20a
N&o urbanizado 7,89+0a 28,02+03a 149+2a 58+la 0,3866+0,17a 0,1713+0b

DBOs: Demanda bioguimica de oxigénio; MOy: Matéria orgénica total; OD: Oxigénio dissolvido. As médias de um

mesmo parametro seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente de acordo com Tukey a 5% de probabilidade.

Kim et al. (2018) analisaram a
temperatura Otima de crescimento para
linhagens patogénicas de Bacillus cereus, E.
coli, Staphylococcus aureus, Salmonella
enterica e Listeria monocytogenes. De forma
geral, a temperatura 6tima de crescimento
para essas espécies bacterianas foi de 35 °C e
em pH 9. De acordo com os autores, a
acidificacdo do pH resultou em reducdo das
taxas de crescimento desses microrganismos.
Nesse sentido, o valor de pH da &gua do rio
era de 7,9 ou seja, um valor levemente basico
que favorece, portanto, o desenvolvimento
dessas espécies bacterianas.

Coliformes sdo representantes de
alguns dos géneros bacterianos
compreendidos na familia Enterobacteriaceae.
Suas células sdo caracterizadas por serem
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gram-negativas, ndo formadoras de esporos,
com forma de bastonetes e que fermentam
lactose na presenca de sais biliares quando
crescem durante 48 h a 35 °C (APHA, 2017).
Utilizando-se a técnica de tubos mdltiplos, os
resultados positivos para o testes presuntivo e
confirmativo para coliformes totais e
termotolerantes foram obtidos apenas na
diluicio 101, No teste presuntivo, para
deteccdo de microrganismos fermentadores de
lactose, foram obtidos em ambos os locais
amostrados dois tubos com resultado positivo,
resultando em NMP g? de 9,2. Na Tabela 3
estdo contidos os resultados para os testes
confirmativos de coliformes totais e
coliformes termotolerantes em ambos o0s
ambientes amostrados. Os resultados foram
iguais ao se comparar a quantidade de
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coliformes totais no sedimento de ambas as
margens do rio, resultando em valores de
NMP g* de 3,6.

Levando-se em consideracdo a anélise
de coliformes termotolerantes, observa-se
que, embora pequena a variacdo, houve
registro desses microrganismos apenas no
sedimento da margem urbanizada do rio
Coreau. Esse resultado fornece indicios de que
0 descarte de efluentes urbanos no rio
influencia a comunidade microbiana e permite
0 desenvolvimento de coliformes
termotolerantes no sedimento. A inoculagdo
do contetido do tubo positivo em meio EMB
em incubac&o sob temperatura de 37 °C por 24
h resultou no desenvolvimento de col6nias de
coloracdo verde metélica, caracteristica de
Escherichia coli. Varias sdo as linhagens
patogénicas de E. coli, sendo que muitas séo
diarreiogénicas. Medeiros et al. (2014)
avaliaram a comunidade bacteriana em agua
de &rea urbanizada e ndo urbanizada de um
ambiente 6tico. Foi demonstrado que existe
uma correlacdo positiva entre a abundéncia de
varias linhagens de E. coli e a urbanizagdo do
ambiente. Essa correlacdo ocorre também
para outras espécies bacterianas, incluindo
taxa de coliformes e demais patogénicos.

A descarga de esgoto € conhecida por
ser uma atividade que resulta em alteracdo da
comunidade microbiana de ambientes naturais
(PAUL e MEYER, 2001). A densidade de
células procaridticas no sedimento da margem
urbanizada do rio Coread € significativamente
maior quando comparada a densidade da
margem ndo urbanizada, de acordo com o
teste de Tukey a 5% de probabilidade (Figura
3). Essa diferenca estd de acordo com o0s
valores obtidos, ndo na mesma proporgéo,
para a densidade de bactérias heterotréficas
quantificadas via cultivo a 30 °C e 35 °C
(Figura 2), sendo um indicativo a mais para
afirmar que a densidade de células bacterianas
é maior na margem urbanizada.
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Figura 2. Densidade de bactérias
heterotréficas em sedimento (0-5 cm) da zona
entremarés nas margens do estuario do rio
Coreall cultivadas em temperatura de
incubacéo igual a 30 °C (A) e 35 °C (B).

Todos o0os grupos bacterianos
analisados apresentaram maior densidade
média na regido entremarés da margem
urbanizada do rio Coreal (Figura 4). A
densidade de representantes da familia
Enterobacteriaceae foi cinco vezes maior na
margem urbanizada. Nesta margem houve
variagdo positiva de 33 vezes para
representantes do género Enterococcus e
aproximadamente cinco vezes para as
espécies E. coli e Klebsiella pneumoniae.
Todos os taxa mencionados sdo coliformes e,
portanto, podem ser fracdo significativa da
comunidade bacteriana heterotrofica
quantificada em maior densidade na margem
urbanizada. E possivel que essa variacio
ocorra em decorréncia das atividades
humanas, principalmente pela deposicdo de
matéria organica na margem urbanizada do
rio, que pode ser originaria do langamento de
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efluentes  domésticos sem  tratamento
adequado nesta margem do rio. Considerando
que todos os grupos bacterianos analisados
sdo patogénicos ou apresentam potencial de
patogenicidade, os resultados obtidos indicam

que individuos que possuem contato direto
com o sedimento da margem urbanizada do
rio podem ser infectados e desenvolver
patologias.

Tabela 3. Analise do Numero Mais Provavel (NMP) em amostras de sedimento da zona entremarés

das margens do rio Coreau

Coliformes totais

Coliformes termotolerantes

Ambiente
Tubos Positivos NMP g! Tubos Positivos ~ NMP g!
Urbanizado 1-0-0 3,6 1-0-0 3,6
N&o urbanizado 1-0-0 3,6 0-0-0 <30

*valores de NMP de acordo com Bacteriological Analytical Manual (Blodgett, 2010).

Representantes de E. coli constituem
parte da microbiota do intestino humano e de
varios animais. As células dessa espécie sdo
comumente utilizadas como indicadoras de
contaminacdo fecal no ambiente (EDBERG,
2000; TALLON et al., 2005). S&o diversos 0s
sorotiporos de E. coli, que quando ingeridos
podem resultar em diferentes tipos de
infeccdes intestinais, sendo que algumas
podem evoluir para quadros de hemorragia,
anemia hemolitica e trombose (FDA, 2012).
Vérios sdo os fatores de viruléncia em
populacdes de E. coli, codificados pelo DNA
cromossomico, plasmidial ou de DNA de
bacteriofagos (ARANDA et al., 2004)

Comparando-se os dados de NMP e de
FISH, observa-se que a técnica de FISH
possibilita maior resolucdo da densidade
microbiana no ambiente. Tomando-se como
base os dados para E. coli, por FISH foram
obtidos os valores de 7,37 x 10° e 1,57 x 10°
células por grama de sedimento na margem
urbanizada e néo urbanizada,
respectivamente. Utilizando-se a técnica de
tubos multiplos para representar os dados em
NMP, houve a quantificacdo de 3,6 NMP gt e
< 3,0 NMP g na margem urbanizada e nio
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urbanizada respectivamente, na quantificacéo
de coliformes termotolerantes, notadamente
E. coli ap6s analise do aspecto de cor das
coldnias.

ca {ceélulas 10" g

)dade Procanoh

Dens

Miargem whanzata Mager a0 NN

Figura 3. Densidade de células procarioticas
no sedimento (0-5 cm) da zona entremarés nas
margens urbanizada e néo-urbanizada no
estuério do rio Coread.

A técnica de FISH quantifica células
ativas ou inativas no ambiente, enquanto a
técnica de tubos multiplos permite analisar
apenas células que permanecem ativas nas
condi¢cdes de cultivo, portanto, isso pode
explicar a diferenca observada. Nesse sentido,
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explica-se porque estudos de monitoramento
da qualidade microbiolégica da agua sdo
realizadas por métodos dependentes de
cultivo.

A diferenca entre os valores de NPM e
FISH para a densidade de células de E. coli
pode ser explicada com base nos fatores
ambientais do local de coleta das amostras.
XU etal. (1982) propuseram pela primeira vez
a existéncia de células de E. coli e Vibrio
cholerae em ambientes aquéaticos em estado
viavel nao cultivavel (VNC). De acordo com
variagfes nas condi¢bes de salinidade e
temperatura, embora tais microrganismos
permanecessem metabolicamente ativos, ndo
era possivel cultiva-los utilizando-se técnicas
tradicionais de cultivo. O stress osmotico,
provocado pela salinidade da regido da foz do
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rio Coreal, bem como a incidéncia de
radiagdo UV na porgcdo superficial do
sedimento coletado sdo fatores que favorecem
inducdo do estado VNC (OHTOMO e SAITO,
2001; ZHANG et al., 2015). Embora sugere-
se que boa parte da populagéo de E. coli no
ambiente estudado esteja em estado VNC,
deve-se enfatizar que ainda assim as células
permanecem ativas e expressam mdultiplos
genes de viruléncia (YARON e MATTEWS,
2002; PATRONE et al., 2013). Apesar da
subestimativa do numero de microrganismos
pelas técnicas dependentes de cultivo, e a
impossibilidade de avaliar as células viaveis
pela técnica de FISH (ROMPRE et al., 2002),
consideramos que, estas sdo técnicas
complementares.
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Figura 4. Densidade de células de grupos bacterianos no sedimento (0-5 cm) da zona entremarés na
margem urbanizada e na margem néo urbanizada do rio Coread.

Os valores elevados de K. pneumoniae
na margem urbanizada sdo preocupantes, a
medida que essa espécie € conhecida por ser
altamente patogénica, em especial, seus
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mecanismos intrinsecos de resisténcia a
antibiéticos  (MOREIRA, 2014). K.
pneumoniae e outras bactérias entéricas
apresentam  resisténcia a  antibidticos
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favorecida pela plasticidade de seus genomas.
Fenotipos de resisténcia a medicamentos tém
apresentado vantagem na dinamica evolutiva
desses organismos (KUMAR et al. 2011).

Em estudo realizado por Baptista
(2013), foi demonstrado que diversas
bactérias da familia Enterobacteriaceae
pertencentes ao grupo dos coliformes
possuem resisténcia a antibidticos, em
especial devido a atividade de algumas de suas
enzimas. A resisténcia de cepas bacterianas a
antibidticos esta relacionada com a producéo
de metabolitos como as [-lactamases de
amplo espectro (ESBLsS) e Amp-C pB-
lactamases, que conferem resisténcia a
antibiéticos do grupo das cefalosporinas,
normalmente sintetizadas a partir de genes
plasmidiais (PITOUT, 2008; JACOBY,
2009). As ESBLs podem ser modificadas em
decorréncia de vantagens adaptativas e
tornam-se cada vez mais complexas e
diversificadas, podendo gerar dificuldades no
controle de infecgbes por estas bactérias
(PATERSON, 2005). Portanto, a maior
densidade dos taxa bacterianos encontrados
na margem urbanizada pode resultar nédo
apenas em infeccbes simples de serem
tratadas, mas também infeccBes por bactérias
multirresistentes, principalmente se existir
contaminacdo por antibioticos na regido.

Espécies do género Vibrio sdo
conhecidas por infectar animais marinhos e
estuarinos, além de causar doencas em
humanos em caso de ingestdo de animais
contaminados e contato de mucosas ou
ferimentos com agua e sedimentos
contaminados (SILVEIRA etal., 2016). Nesse
sentido, a densidade de células de Vibrio na
margem urbanizada do rio merece atencéo,
visto que pode servir como ponto de
contaminagdo para animais e pessoas que
habitam o local.

O consumo de pescado e mariscos da
regido pode também trazer risco para
consumidores, visto que caso as celulas
permanecam Vviaveis ap0s o preparo dos
alimentos, podem causar infecgdo alimentar
(HOLLIS et al., 1976). O consumo de frutos
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do mar infectados por Vibrio spp. pode
resultar em infecgfes nos tecidos moles,
causando amputacdes de membros e até dbito
(FINKELSTEIN e OREN 2011). A infecgo
pode ocorrer ainda pelo contato com a pele,
mucosa ou feridas expostas a &gua do mar ou
sedimento contaminado. Além disso, relatos
na literatura indicam que representantes deste
género bacteriano podem causar
gastroenterite e septicemia (HLADY e
KLONTZ 1996; ARAUJO et al., 2007).
Reconhece-se Aeromonas spp. como
causadora de diversas doengas em humanos
outros animais, como septicemia e
gastroenterite (DWIVEDI et al., 2008),
inclusive associadas a consumo de ostras
cruas  (NIKIFOROV et al, 2014).
Considerando que varios sdo os fatores de
viruléncia identificados em representantes de
Aeromonas, sua presenca no sedimento € mais
um fator de risco no ambiente (GRANUM et
al., 1998). Espécies de Pseudomonas sao
normalmente encontradas em ambientes
aquaticos e muitas cepas psicrotroficas podem
causar deterioracdo de alimentos, incluindo
peixes e frutos do mar mesmo apos
resfriamento (ICMSF, 2000; SILVA et al.,
2010). Vaérias espécies sdo patdgenas
oportunistas para humanos, associadas com
infeccdes em individuos com o sistema
imunolégico debilitado (Silva et al., 2010).
Sdo versateis quanto as exigéncias de
condigBes ambientais para crescer, além de
frequentemente serem capazes de resistir a
varios antissépticos e antibidticos (SILVA et
al., 2010). Embora ndo sejam coliformes, sdo
comuns na microbiota intestinal (EUZEBY,
2006). Essas células podem contaminar parte
do pescado que tem contato com a agua e a
areia assim que sdo postos a venda na margem
urbanizada do rio. Desta maneira, podem
causar aceleragdo da deterioragdo dos
alimentos bem como infeccbes em pessoas
gue venham a consumir esses produtos.
Algumas  espécies do  género
Streptococcus sdo  também  potenciais
indicadoras de contaminacdo fecal (APHA,
2017; TALLON, 2005). Portanto, a maior
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densidade de representantes desse género no
sedimento da margem urbanizada é mais um
indicativo da contaminacgdo fecal por esgoto
domestico na regido.

A deteccdo de microrganismos
patogénicos no ambiente ndo apresenta risco
real de doengas, mas sim um risco potencial.
Para que esses microrganismos patogénicos
provoquem doencas € necessario que possuam
a capacidade de sobreviver e se multiplicar no
meio, de modo que atinjam quantidades
suficientes para causar infeccdo em humanos
e outros animais. (ANDRADE NETO, 1997)

A maior densidade dos taxa analisados
na regido da margem urbanizada pode estar
relacionada com as atividades antrdpicas
locais, principalmente com o descarte de
esgoto doméstico sem o tratamento adequado.
As anélises por FISH permitiram analisar a
densidade relativa dos grupos patogénicos
com relagdo & comunidade procaridtica total
em cada margem do rio Coreau (Figura 5).
Observa-se que 38,6% da comunidade
procaridtica total na margem urbanizada é
composta  pelos  grupos  bacterianos
patogénicos analisados no presente estudo.
Em contraste, apenas 12,5% da comunidade
procaridtica da margem ndo urbanizada é

composta  pelos  grupos  patogénicos
analisados.
As  porcentagens  obtidas  s&@o

consistentes indicios de que a comunidade
microbiana é afetada pela presenca das
atividades antrépicas que ocorrem na margem
urbanizada. As relacbes ecoldgicas entre 0s
microrganismos locais podem ser afetadas de
forma a aumentar a competicdo e assim
favorecer o crescimento de determinados taxa
em relacdo a outros, resultando em variagdo na
diversidade microbioldgica ambiental
(DUARTE, 2011). De acordo com Jannasch
(1968) a competicdo com bactérias residentes
influencia no estabelecimento de
enterobactérias no ambiente, sendo assim, em
locais que recebem cargas de esgoto
doméstico, 0os microrganismos preexistentes
interagem com  0S  microrganismos
introduzidos. Nesse sentido infere-se que
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bactérias com origem provavel no esgoto
doméstico se adaptaram ao ambiente,
competiram com microrganismos autoctones
e colonizaram a regido do sedimento marginal
do rio.

relativo (%) dos faxa baclenancs

Somatdna

Margen whanzada Mamger S0 utanada

Figura 5. Densidades relativas do somatorio
de grupos bacterianos analisados neste estudo
em relacdo & comunidade procariotica total.

4. CONSIDERAGOES FINAIS

Conclui-se que a urbanizacdo no
municipio de Camocim ndo ocasiona
modificacdo dos valores dos parametros
fisico-quimicos avaliados, com excecdo da
quantidade de matéria organica no sedimento
da regido entremarés, maior na margem
urbanizada do rio. Entretanto, as atividades
urbanas ocasionam diferencas na comunidade
bacteriana presente no sedimento das regides
entremarés do rio Coreau. Maiores valores de
densidade ocorrem no sedimento da margem
urbanizada quando comparada ao da margem
ndo urbanizada para todas as bactérias
potencialmente patogénicas avaliadas.
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