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"“Minha terra tem palmeiras,
Onde canta o Sabid.
As aves, que aqui gorjeiam,
Ndo gorjeiam como (4.
Nosso céu tem mais estrelas.
0ssas vdrzeas tém mais flores,
Nossos bosques tém mais vida

 "Nossa vida mais amores.

n cismar, sozinho, d noite,
"'-;,'F' ais prazer encontro eu [d.

inha terra tem palmeiras,
Onde canta o Sabid.
_ Minha terra tem palmeiras,
Que tais ndo encontro eu cd:
Em cismar:- sozinho, d noite -
Mais prazer encontro eu ld:
Minha terra tem palmeiras.

Onde canta o Sabid.

Nado permita Deus que eu morra,
Sem que eu volte para ld:
Sem que desfrute os primores
Que ndo encontro por cd: "
Sem qu'inda aviste as palmeiras,

Onde canta o Sabid.

Goncalves Dias (1823-1864)
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RESUMO

Para a deteccdo de Aeromonas foram coletadas 90 amostras de agua de superficie e 30 de
peixes no estudrio do rio Bacanga em Sao Luis/MA, no periodo de marc¢o a outubro de 2004.
As amostras foram submetidas, simultaneamente, ao método de plaqueamento direto em Agar
Gelatina Fosfato Sal (Agar GSP acrescido de 20ug/mL de ampicilina) para a contagem
(UFC/mL ou g) e a determinagdao do Numero Mais Provavel (NMP/100mL ou g) pela técnica
dos tubos multiplos, utilizando-se o Caldo Tripticase Soja (Caldo TSB com 20ug/mL de
ampicilina). As espécies de peixes analisadas foram: Bagre (Pimelodus maculatus), Tainha
(Mugil cephalus), Solha (Pleuronectes platessa), Prata (Hemigrammus rodwayi), Sardinha
(Opisthonema oglinum). Os resultados obtidos retratam uma ampla disseminagdo de
Aeromonas no estuario. Para as amostras de agua e peixes as contagens variaram de 40 a
1,3);108 UFC/mL e de 3,2);102 a 5,8)(106 UFC/g respectivamente, sendo que os maiores
indices foram obtidos nos pontos proximos as emissoes de esgotos domésticos. Os valores
para o NMP/100mL de 4gua oscilaram entre 2,3x10* ¢ 1,6x10” e de 230 a 24000/g para peixe.
Os maiores indices de Aeromonas foram constatados no més de maior intensidade de chuvas,
abril, e os menores em outubro, correspondente ao pico de estiagem na regido, evidenciando
assim uma possivel sazonalidade na incidéncia da bactéria no ambiente estudado. Das 751
cepas isoladas das amostras de 4gua, 582 foram positivas para Aeromonas, sendo que 52,7%
eram A. caviae, 23,8% A. hydrophila, 19,5%, A. veronii e 3,7% A. sobria. Para as isoladas do
pescado (245 cepas) 184 foram identificadas como Aeromonas sendo 43,4% de A. caviae,
28,2% de A. hydrophila, 26,6% A. veronii e 1,6% de A. sobria. Com relagdo aos parametros
fisico-quimicos medidos nas aguas de superficie do estuario do rio Bacanga, apenas a
temperatura, a salinidade e o pH, tiveram correlagdes significativas. De modo geral, as cepas
de Aeromonas sp. foram sensiveis a maioria dos antimicrobianos testados, com exce¢ao de

ampicilina, ao qual 100% das cepas foram resistentes.

Palavras-chave: Aeromonas. Estuario. Efluentes domésticos.



ABSTRACT

This research work was designed to detect the presence of Aeromonas in the Bacanga River
estuary, Sdo Luis, Maranhao State, Brazil. The database consisted of 90 samples of the river’s
surface water and 30 samples of fish, in the period from March to October, 2004. They were
amenable, simultaneously, to counting of bacteria on Agar Gelatin Phosphate Salt (GSP) plus
20pg/mL of ampicilim (UFC/mL or UFC/g) and to the determination of the Most Probable
Number (MPN/100mL or MPN/g), through the multiple test-tube technique using the
Tripticase Soy Broth (TSB) plus 20pg/mL of ampicilim. The analyzed fish species were:
catfish (Pimelodus maculatus), mullet (Mugil cephalus), flatfish (Pleuronectes platessa),
golden tetra (Hemigrammus rodwayi) and Atlantic thread-herring (Opisthonema oglinum).
The results showed dissemination of Aeromonas in the estuary. The counts for the water and
fish samples varied from 40 to 1.3x10® UFC/mL and from 3.2x10° to 5.8x10° UFC/g,
respectively, with the highest indices being registered at points next to domestic sewages
outlets. The values for the MPN/100mL in water samples varied from 2.3x10* to 1.6x10” and
for the MPN/g in fish samples from 230 to 24x10°. The occurrence of the greatest indices of
Aeromonas in April, at the height of the rainy season, and the lowest in October, at the height
of the dry season, suggests there to be a probable seasonality of bacteria density in the studied
environment. Out of the 751 isolated strains from water samples, 582 were positive for
Aeromonas, being 52.7% A. caviae, 23.8% A. hydrophila, 19.5% A. veronii and 3.7% A.
sobria. Out of the ones isolated from the fish (245 strains) 184 were identified as Aeromonas,
being 43.4% A. caviae, 28.2% A. hydrophila, 26.6% A. veronii and 1.6% A. sobria. As
concerns the physical and chemical parameters measured in surface waters of the Bacanga
River’s estuary, temperature, salinity and pH only showed significant correlations. In general,
strains of Aeromonas sp. were found to be sensitive to most of the tested antimicrobians,

except for ampicillim, to which they showed 100% resistance.

Key words: Aeromonas. Estuary. Domestic sewage.



1 INTRODUCAO

Os ambientes aquaticos sdo utilizados em todo o mundo com distintas finalidades,
dentre as quais se destacam: o abastecimento de dgua, a geracdo de energia, a irrigagdo, a
navegacdo, a aqiiicultura e a harmonia paisagistica. No entanto, nas ultimas décadas, esse
precioso recurso vem sendo ameacado pelas agdes indevidas do homem, o que acaba
resultando em prejuizo para a propria humanidade (Moraes & Jordao, 2002).

A 4gua, apesar de importante a vida do homem, quando poluida, pode ser
responsavel também pela transmissdo de uma variedade de doengas através de sua ingestdo ou
do seu emprego para a irrigacdo, pesca e recreacao. Segundo a Organizacdo Mundial da
Saude, cerca de 80% de todas as doengas que afetam os paises em desenvolvimento provém
de 4gua de ma qualidade (Macédo, 2001).

As ocupagdes populacionais ao longo das regides costeiras aumentam o risco de
contaminagdo dos recursos hidricos por esgotos domésticos e outros agentes poluentes,
incluindo organismos patogénicos, substancias organicas, metais pesados e elementos traco,
possuindo desta forma efeitos diretos ou indiretos sobre os ecossistemas e organismos
aquaticos, propagando doengas através da agua e alimentos contaminados (Torres, 2004).

Atualmente, os problemas de satde publica associados a poluicdo dos recursos
hidricos nao estdo ligados apenas aos organismos entéricos ou de origem fecal, mas, também
aos organismos que ocorrem naturalmente nos ambientes aquaticos, relacionados como
possiveis causas de doencas de veiculagdo hidrica (Islam & Tanaka, 2004).

As gastrenterites ¢ as feridas infecciosas sdo geralmente causadas por bactérias
autoctones de ambientes aquaticos tais como: Vibrio parahaemolyticus, Vibrio sp.,
Pseudomonas e Aeromonas, as quais em fungdo dos altos niveis de nutrientes na agua,
provenientes do aporte de material orgdnico, em fungdo do esgoto doméstico, t€ém seu
crescimento favorecido juntamente com outros microrganismos heterotroficos (Chopra
etal., 1999).

Nos ultimos anos, o interesse em Aeromonas tem aumentado em funcao do elevado
numero de doengas causadas por essas bactérias em humanos, onde as mesmas podem atuar
como patdgenos oportunistas em individuos imunodeprimidos (Bottarelli & Ossiprandi,
1999). Além disso, neste papel de “patdgeno secundario”, as aeromonas tém sido implicadas
como potenciais causadoras de gastrenterites e infec¢des extraintestinais, incluindo infec¢des
com feridas, pneumonia, sindrome urémica hemolitica, peritonites, sépsis biliares e

septicemias (Chan et al., 2000).



Sao amplamente distribuidas em ambientes aquaticos sendo isoladas de aguas doces,
salgadas, tratadas, estuarios e esgotos domésticos (Isonhood et al., 2002). Essas bactérias
também tém sido isoladas de vegetais e de uma variedade de produtos de origem animal
incluindo, carne bovina, aves, peixes, camaroes, leite, etc. (Galbis et al., 2002).

Virias espécies de Aeromonas capazes de produzir exotoxinas e hemolises tém sido
isoladas da 4gua (considerada como fonte de doengas entéricas para o homem e animais) e de
fezes de pessoas doentes e sadias; dentre estas estdo: A. hydrophila, A. caviae, A. veronii
biotipo sobria, A. veronii biotipo veronii, A. jandaei e A. schubertii (Kirov, 1993).

A poluicao do meio ambiente tornou-se de interesse publico em todo o mundo, ja que
muitos paises vém sendo afetados por seus graves impactos sendo que um dos principais
problemas ambientais ¢ a utilizagdo dos rios como principal receptor de esgotos, seja de
origem doméstica ou industrial (Torres, 2004).

Os esgotos nao tratados, lancados em ambientes aquaticos, podem causar uma série
de impactos ao corpo hidrico e a fauna, sendo o principal a redugdo do oxigénio dissolvido na
dgua, devido ao seu consumo pelos microrganismos (especialmente bactérias) para a
degrada¢do da matéria orgédnica, o que prejudica peixes e outros organismos aquaticos
(Moraes & Jordao, 2002).

Um aspecto que deve ser levado em consideracdo, quando se fala em poluicao
ambiental, ¢ o risco de contaminagdo do pescado capturado nessas areas, sendo que a
qualidade do mesmo estd intimamente ligada a qualidade do ambiente (Feldhusen, 2000).

Nos ultimos anos, o consumo de pescado no Brasil tem aumentado
significativamente em funcao de sua importancia nutricional. O pescado, por ser um alimento
rico em nutrientes, principalmente proteinas, ¢ bastante suscetivel ao ataque e
desenvolvimento microbiano, além de sofrer alteracdes de natureza fisico-quimica, as quais
irdo refletir geralmente em sua cor, consisténcia, odor e sabor podendo, além de acarretar
perdas do produto, ocasionar riscos a satide dos consumidores (Hoffman et al., 1999).

Dentre as bactérias que atuam desfavoravelmente sobre o pescado e derivados estdo
as bactérias pertencentes aos géneros: Salmonella, Clostridium, Staphylococcus e Vibrio, além
daquelas pertencentes ao grupo coliformes, sendo que um aspecto pouco divulgado ¢é a
patologia infecciosa ocasionada por bactérias autdéctones de ambientes aquaticos pertencentes
a familia Aeromonadaceae. Dentre as espécies desse género destacam-se as cepas de
A. hydrophila, capazes de causar septicemias em peixes ¢ anfibios, ¢ as da espécie
A. salmonicida, que é a mais conhecida como patogeno de peixes, ndo tendo significancia

como patogeno de humanos (ICMSF, 1998).



A cidade de Sao Luis, capital do Estado do Maranhao, esta localizada no Nordeste do
Brasil a 2° ao Sul do Equador, a 2°31° de latitude Sul e 44°16° longitude Oeste. Possui uma
area de 831,7 km’ e uma populagdo de aproximadamente 870.028 habitantes com uma
densidade populacional de 1.007,08 hab/km” ¢ uma produgéo anual de esgoto estimada em 30
milhdes de m>. Como toda cidade situada as margens de rios, mar, etc., a quase totalidade do
esgoto doméstico produzido ¢ langado diretamente, sem qualquer tratamento prévio, nos rios
que circundam a cidade (IBGE, 2004; CAEMA, 2005).

Um dos principais corpos receptores desses efluentes domésticos € o rio Bacanga,
localizado na parte ocidental da Ilha de Sdo Luis, que juntamente com seus afluentes formam
o estuario do Bacanga, um estuario tipicamente urbano, muito rico em manguezais e aguas,
locais de onde provém alimentos (pesca artesanal) e parte do suplemento hidrico para a
capital e para a populagdo ribeirinha (UFMA/LABOHIDRO, 1998).

Apesar de todas estas vantagens, o estudrio do Bacanga vem sendo degradado, por
causa do desmatamento dos mangues, e principalmente pelo langamento de esgotos
domésticos efetuados pelas populacdes dos bairros localizados nas proximidades do estuario.
Tudo isto tem colocado em risco a fauna e a flora desta 4rea, o que afeta de forma direta ou
indiretamente a saude de seus moradores (SEMATUR-MA, 1991).

No aspecto de satde publica, as Aeromonas demonstram uma grande importancia,
sendo necessario um maior conhecimento a respeito de sua presenga e distribuigdo, pois a
eventual constatagdao de sua ocorréncia freqliente, podera fornecer subsidios de valia para
estudos epidemioldgicos, envolvendo alimentos tais como: o pescado, hortaligas, etc.,
responsaveis por surtos de toxinfeccdes de origem alimentar, possibilitando também o
controle e a recuperagdo dos ecossistemas.

Esta pesquisa foi desenvolvida com a finalidade de avaliar os efeitos das emissdes de
efluentes domésticos na proliferacdo de Aeromonas sp. em aguas de superficie e pescado do

estuario do rio Bacanga, Sao Luis/MA.



2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Estuarios e polui¢cao dos recursos hidricos

O termo estuario tem origem do latim aestus, significando calor, fervura ou maré. O
adjetivo aestuarium, especificamente quer dizer tidal ou relativo a maré. A definigdo mais
classica de estudrio diz que: “estudrio ¢ um corpo d’agua costeiro, semifechado o qual tem
livre comunicagdo com o mar aberto e dentro do qual a 4gua do mar ¢ mensuravelmente
diluida com a 4gua doce proveniente da bacia de drenagem” (Cameron & Pritchard, 1963).

Segundo Ré¢ (2000), “estuario ¢ um corpo aquoso, costeiro, semifechado que se
estende até o limite efetivo da influéncia de maré, dentro do qual a 4gua salina que adentra
por uma ou mais conexdes livres com o mar aberto, ou qualquer outro corpo salino costeiro, é
significativamente diluida com agua doce derivada das drenagens continentais, ¢ podem
sustentar espécies bioldgicas, que se adaptam as variacdes de salinidade, em parte ou em um
ciclo de vida completo™.

Na literatura existem diferentes classificagdes de estuario, baseadas nas variacdes de
salinidade ou de densidade da agua, nas amplitudes de maré¢ da area oceanica adjacente e nas
caracteristicas geomorfoldgicas. Nao existe qualquer consenso sobre qual das classificacdes €
a mais completa ou sucinta, e sem duvida as variadas proposi¢des refletem os diferentes
interesses profissionais daqueles que trabalham com a ciéncia marinha.

A classificacdo baseada nos padrdes de variagdo de salinidade foi introduzida por
Pritchard (1952), baseada na defini¢do oceanografica de estudrio. Os estuarios foram
classificados por Pritchard como: a) de cunha salina; b) parcialmente misturados e
¢) verticalmente homogéneos (Figura 1).

Na Figura 1 o volume relativo do fluxo de maré cresce de a para c, junto a magnitude
das correntes de maré. A turbuléncia na coluna d’agua ¢ diretamente proporcional a
velocidade do fluxo junto ao fundo, de forma que com o aumento da velocidade da maré
expandem-se os processos de mistura. Conseqiientemente, as duas camadas que caracterizam
os estudrios de cunha salina (Figura la) perdem gradualmente a distingdo, até a camada

d’agua se tornar verticalmente homogénea (Figuralc).
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Figura 1. Tipos de estuario segundo a classificagdo de Pritchard (1952).

Hayes (1975) propds uma classificagdo geomorfologica baseada na altura da maré.
Esta classificagdo se baseou em formas deposionais distintas observadas na embocadura de
canais estuarinos e lagunares ao longo de costas de restinga apresentando variagdes
longitudinais na altura das marés (Figura 2). Esta classifica¢do foi baseada na classificagdo de
alturas de maré proposta por Davies (1964), onde o termo micromaré se refere a marés com
altura menor que 2 m, mesomarés, aquelas com alturas variando de 2 a 4m e macromarés as

com alturas maiores que 4m.

MICROMARE < 2m MACROMARE > 4m

Figura 2. Classificacdo de estudrios proposta por Hayes (1975).



Na classificacao de Hayes (1975), estuarios de micro e mesomarés estao associados a
restingas e ocasionais canais de conexdo entre o estudrio ou laguna, a retaguarda, e ao mar.
Estuarios largos, com ampla desembocadura e forma longitudinal em funil sdo caracteristicos
de regides de macromarés.

Os estuarios com suas florestas de mangue servem de habitat para diversos animais
desde formas microscopicas até grandes peixes, aves, répteis € mamiferos e apresentam
condicdes ideais para alimentacdo, protecdo e reproducdo de representantes de todos os elos
da cadeia alimentar, sendo assim zonas de grande produtividade bioldgica. Nos estuarios, as
condi¢des ambientais s30 muito especiais e adversas, o que os torna altamente vulneraveis,
podendo ser destruidos se houver alteracdes abruptas em alguns dos seus parametros
ambientais. A dindmica dos estuarios ¢ particularmente complexa, devido as influéncias de
cheias e vazantes dos rios, bem como das marés (Ré, 2000).

Atualmente, varios estudos ecologicos sobre o ciclo de vida dos animais aquaticos
em regides estuarinas vém sendo desenvolvidos por se tratar de areas de grande fertilidade.
Estes estudos sdo de fundamental importancia quando se quer definir a qualidade de vida dos
organismos, bem como a avaliacdo do potencial de exploragdo dos recursos e de sua correta
administragdo (Troussellier et al., 2004).

Os estudrios apresentam caracteristicas ambientais unicas que resultam em elevada
produtividade bioldgica. Esses ecossistemas desempenham papéis ecoldgicos importantes,
como exportadores de nutrientes e matéria organica para aguas costeiras adjacentes, habitats
vitais para espécies de importdncia comercial, além de gerarem bens e servigos para
comunidades locais (Lapointe & Clark, 1992).

Os assentamentos urbanos e o desenvolvimento de atividades industriais, portudrias,
pesqueiras, de explora¢do mineral, turisticas, entre outras, sem planejamento adequado, vém
colocando em risco os atributos basicos dos estuarios brasileiros e ecossistemas associados;
resultando na diminui¢do da qualidade de vida da populagéo local (Troussellier et al., 2004).

A poluicdo das aguas constitui um dos mais sérios problemas ecoldgicos da
atualidade. As fontes de polui¢do da agua mais uma vez decorrem, principalmente, da
atividade humana, esgotos domésticos e industriais sdo alguns exemplos. O esgoto é um dos
maiores problemas a nivel global, seja em volume de material poluente despejado, seja pelos
problemas concretos trazidos a saude publica (Almeida et al., 2001).

Os residuos fecais constituem os principais poluentes presentes nos esgotos
domésticos. Eles contém principalmente restos organicos e bactérias do grupo coliformes.

Tais poluentes causam distirbios intestinais, diarréia e intoxicagdes. O grande acimulo de



restos organicos facilita a proliferacao de bactérias aerobias, consumidoras de oxigénio. Com
o consumo do oxigénio, desenvolvem-se bactérias anaerobias, producdo de gases de
putrefacdo responsdveis pelo cheiro da 4agua, os quais sdo tOxicos para os seres Vivos
(Neill, 2004).

Em Sao Luis, os estudrios ¢ manguezais tém sido os ecossistemas costeiros mais
comprometidos, frente a acentuada expansdo urbana que a cidade tem experimentado na
atualidade. Os principais estuarios da Ilha de Sdo Luis sdo formados pelos rios Tibiri,
Bacanga, Anil e Paciéncia e sdo circundados por manguezais e matas de varzea (Jornal O
Estado do Maranhao, 2004).

Desta forma, a cidade vem sofrendo com a poluicao dos quatro rios mais importantes
para a cidade que sdo Anil, Bacanga, Itapirac6 e das Bicas. Todos eles mostram indicios de
polui¢do, com muito lixo espalhado pelas suas margens e com saidas de esgoto que derramam
dejetos em seu leito. A ocupagdo desordenada destas areas também contribui para a situagao
ambiental precaria. Os proprios moradores dos bairros, que cresceram em volta destes cursos
d’4gua, ndo respeitam a legislacdo brasileira, que estabeleceu que ndo se pode construir numa
faixa de 15 metros das margens (Jornal O Estado do Maranhao, 2004).

Apesar de cerca de 95% da populacdo em Sao Luis ter 4gua encanada, a cobertura de
rede de esgoto sanitdria, atinge apenas 38,8% dos lares, mesmo assim 100% do esgoto
produzido ¢ langado in natura nos rio e praias da ilha (Jornal O Imparcial, 2004).

O rio Bacanga, objeto da nossa pesquisa, vem sofrendo ao longo dos anos, um
acelerado processo de degradagdo ambiental. Muito lixo vem se acumulando ao longo das
margens do estudrio, provocando aterro e assoreamento do leito. Além de esgotos sem
tratamento, também sdo lancados nas margens e leito do rio embalagens plasticas, vidros,
latas, pneus, animais mortos, sucatas de eletrodomésticos e de carros, e restos de material de
construcdo. A maioria desses produtos, conforme especialistas, precisa de centenas de anos
para se decompor (UFMA/LABOHIDRO, 1998).

O Bacanga recebe esgoto de diversos bairros (Figura 3). Sua dgua esta negra e grossa
e em determinados pontos exala forte mau cheiro em conseqiiéncia da falta de oxigénio.
Varias pesquisas realizadas na area detectaram niveis altissimos de polui¢do por material fecal
tanto na agua quanto nos peixes, o que significa sérios riscos a satude das pessoas quando da

ingestao de peixes mal cozidos (Ciéncia, Tecnologia e Meio Ambiente, 2004).



Figura 3. Esgoto doméstico langado in natura no estuario do rio Bacanga, Sdo Luis/MA.

Deve-se ressaltar também que, o lancamento indiscriminado de esgotos nos rios,
promove a desoxigenacdo das d4guas acelerando o desenvolvimento de organismos
patogénicos (autdctones ou contaminantes dos ambientes aquaticos) que podem causar
infeccdes na pele, gastrintestinais, dentre outras enfermidades em individuos
imunodeprimidos através do contato direto com a dgua ou pelo consumo de alimentos regados

ou lavados com ela.

2.2 Esgotos domésticos

2.2.1 Caracteristica dos esgotos

A palavra esgoto costuma ser usada para definir tanto a tubulagdo condutora das
aguas servidas de uma comunidade, como também o préprio liquido que flui por estas
canalizagdes. Hoje este termo € usado para caracterizar os despejos provenientes das diversas
modalidades do uso e da origem das &guas, tais como as de uso doméstico, comercial,
industrial, as de utilidades publicas, de areas agricolas, de superficie, de infiltragao, pluviais, e
outros efluentes sanitarios (Jordao & Pessoa, 1995).

Os esgotos costumam ser classificados em dois grupos principais: 0s esgotos
sanitarios e os industriais. Os primeiros sdo constituidos essencialmente de despejos
domésticos, uma parcela de aguas pluviais, aguas de infiltragdo e eventualmente uma parcela
ndo significativa de despejos industriais, tendo caracteristicas bem definidas (Viel, 1994).

Os esgotos domésticos ou domiciliares provém principalmente de residéncias,
edificios comerciais, instituigdes ou quaisquer edificagdes que contenham instalacdes de
banheiros, lavanderias, cozinhas, ou qualquer dispositivo de utilizagdo da dgua para fins
domésticos. Compdem-se essencialmente da agua de banho, urina, fezes, papel, restos de

comida, sabdo, detergentes, aguas de lavagem (Torres, 2004).



Os esgotos industriais sdo aqueles que provém de qualquer utilizacdo da dgua para
fins industriais, ¢ adquirem caracteristicas proprias em fung¢do do processo industrial
empregado. Assim sendo, cada industria devera ser considerada separadamente, uma vez que

seus efluentes diferem até mesmo em processos industriais similares (Nuvolari, 2003).

2.2.2 Caracteristicas fisicas

As caracteristicas fisicas do esgoto podem ser interpretadas pela obtencdo das
grandezas correspondentes as seguintes determinagdes: matéria solida, temperatura, odor, cor
e turbidez.

Das caracteristicas fisicas, o teor de matéria sélida ¢ o de maior importincia, em
termos de dimensionamento e controle de operacdes das unidades de tratamento. A remocao
da matéria solida ¢ fonte de uma série de operagdes unitarias de tratamento, ainda que
represente apenas cerca de 0,08% dos esgotos (dgua compode os restantes 99,92%) (CETESB,

1985).

2.2.2.1 Matéria solida total

A matéria solida total do esgoto pode ser definida como a matéria que permanece
como residuo apds evaporagdo a 103°C. O conhecimento da fragdo de solidos volateis
apresenta particular interesse nos exames dos lodos dos esgotos (para se saber sua estabilidade
biologica) e nos processos de lodos ativados (para se saber a quantidade de matéria organica
que toma parte no processo) (Andreoli et al., 1994).

A matéria em suspensdo, para efeito de controle da opera¢do de sedimentagdo,
costuma ser classificada em: sedimentavel (aquela que sedimenta num periodo razoavel de
tempo, tomado arbitrariamente entre 1 ou 2 horas) e nao sedimentaveis (finamente dividida e
que ndo sedimenta no tempo arbitrario de 2 horas). Em termos praticos, a matéria nao
sedimentavel s6 sera removida por processos de oxidagdo biologica e de coagulacdo seguida

de sedimentagdo (Jordao et al., 1995).

2.2.2.2 Temperatura

A temperatura dos esgotos ¢, em geral, pouco superior a das dguas de abastecimento

(pela contribui¢ao de despejos domésticos que tiveram as dguas aquecidas). Pode, no entanto,
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apresentar valores reais elevados, pela contribuicao de despejos industriais. Normalmente, a
temperatura nos esgotos esta acima da temperatura do ar, a exce¢ao dos meses mais quentes
do verdo, sendo tipica a faixa de 20 a 25°C (Roque, 1997).

Em relagdo aos processos de tratamento sua influéncia se da, praticamente: nas
operacdes de natureza bioldgica (a velocidade de decomposi¢do do esgoto aumenta com a
temperatura, sendo a faixa ideal para a atividade bioldgica 25 a 35°C, sendo ainda 15°C a
temperatura abaixo da qual as bactérias formadoras do metano se tornam inativas na digestao
anaerobia); nos processos de transferéncia de oxigénio (a solubilidade do oxigénio ¢ menor
nas temperaturas mais elevadas); e nas opera¢des em que ocorre o fenomeno da sedimentacao
(o aumento da temperatura faz diminuir a viscosidade melhorando as condigdes de

sedimentacdo) (Chagas, 2000).

2.2.2.3 Odor

Os odores caracteristicos dos esgotos sao causados pelos gases formados no processo
de decomposicdo. Quando ocorrem odores diferentes e especificos, o fato se deve a presenca
de despejos industriais. Nas estacdes de tratamento o mau cheiro eventual pode ser
encontrado nao apenas no esgoto em si, se ele chega em estado séptico, mas principalmente
em depositos de material gradeado, de areia, e nas operagdes de transferéncia e manuseio do
lodo. Assim, uma atengdo especial devera ser dada as unidades que mais produzem esses
odores desagradaveis, como ¢ o caso das grades na entrada da estacdo de tratamento de

esgoto, das caixas de areia e dos adensadores de lodo (Jordao & Pessoa, 1995).

2.2.2.4 Cor e turbidez

A cor e a turbidez indicam de imediato, e aproximadamente, o estado de
decomposicao do esgoto ou sua “condi¢do”.

A tonalidade acinzentada da cor ¢ tipica do esgoto fresco. A cor preta ¢ tipica do
esgoto velho e de uma decomposi¢do parcial. Os esgotos podem, no entanto, apresentar
qualquer outra cor, nos casos de contribuicdo importante de despejos industriais, como por
exemplo, dos despejos de industrias téxteis ou de tintas. A turbidez ndo ¢ usada como forma
de controle do esgoto bruto, mas pode ser medida para caracterizar a eficiéncia do tratamento

secundario, uma vez que pode ser relacionada a concentragdo de soélidos em suspensao

(Nuvolari, 2003).
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2.2.3 Caracteristicas quimicas

A composi¢do quimica das diversas substancias presentes nos esgotos domésticos ¢
extremamente variavel, dependendo dos hébitos da populacio e diversos outros fatores. Esta
variagao vem sendo verificada devido a utilizacdo de modernos produtos quimicos de limpeza
utilizados nas residéncias. O grau de complexidade da composi¢ao quimica de tais substancias
vem aumentando significativamente, sendo exemplo notdrio a presenca de detergentes em
concentragdes cada vez maiores, bem como alguns inseticidas e bactericidas, que ja merecem
estudos especificos de regido para regiao (Roque, 1997).

A origem dos esgotos permite classificar as caracteristicas quimicas em dois grandes

grupos: da matéria organica e da matéria inorganica.

2.2.3.1 Substancias orginicas

Os grupos de substancias organicas nos esgotos sdo constituidos principalmente por
compostos de proteinas (40 a 60%), carboidratos (25 a 50%), gordura e o6leos (10%), uréia,

surfactantes, fendis e pesticidas.

Proteinas:

As proteinas sdo produtoras de nitrogé€nio e contém carbono, hidrogénio, oxigénio,
algumas vezes fosforo, enxofre e ferro. As proteinas sdo o principal constituinte de
organismos animais, mas ocorrem também em plantas. O gés sulfidrico presente nos esgotos ¢

proveniente do enxofre fornecido pelas proteinas (Jordao et al., 1995).

Carboidratos:

Os carboidratos contém carbono, hidrogénio e oxigénio. S3o as primeiras substancias
a serem destruidas pelas bactérias, com produgdo de acidos organicos. Entre os principais
exemplos de carboidratos pode-se citar os agticares, o amido, a celulose e a fibra da madeira

(Nuvolari, 2003).
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Gordura:

A gordura ¢ um termo que normalmente ¢ usado para se referir a matéria graxa, aos
oleos e as substancias semelhantes encontradas no esgoto. A gordura estd sempre presente no
esgoto doméstico proveniente do uso de manteiga e o0leos vegetais em cozinhas, podendo
estar presente também sob a forma de 6leos minerais derivados do petroleo e neste caso sua
presenca ¢ altamente indesejavel, pois geralmente s3o contribuicdes ndo permitidas que
chegam as canalizacdes em grande volume ou grande concentragdo aderindo as paredes das
mesmas provocando seu entupimento. As gorduras e muito particularmente os 6leos minerais,
ndo sdo desejaveis nas unidades de transporte e de tratamento dos esgotos: aderem as paredes,
produzindo odores desagradaveis além de diminuir as se¢des tUteis; formam “escumas”, uma
camada de material flutuante nos decantadores, o que poderd vir a entupir os filtros,
interferem e inibem a vida biologica e trazem problemas de manuten¢ao. Em vista disso,

costuma-se limitar o teor de gordura nos efluentes (Coraucci, 1991).

Detergente:

Os surfactantes s3o constituidos por moléculas organicas com a propriedade de
formar escuma no corpo receptor ou na estacdo de tratamento em que o esgoto ¢ lancado.
Tendem a se agregar a interface ar-agua, ¢ nas unidades de aeracao aderem a superficie das
bolhas de ar, formando uma escuma muito estavel e dificil de ser quebrada. O tipo mais
comum ¢ o chamado ABS (Alquil — Benzeno — Sulfonado), tipico dos detergentes sintéticos e
que apresenta resisténcia a acdo bioldgica; este tipo vem sendo substituido pelos do tipo

“LAS” (Arquil — Sulfonado — Linear) que ¢ biodegradavel (Jordao & Pessoa, 1995).

2.2.3.2 Substancias inorganicas

A matéria inorganica contida nos esgotos ¢ formada, principalmente, pela presenca
de areia e de substancias minerais dissolvidas. A areia ¢ proveniente de aguas de lavagem das
ruas e de dguas de subsolo, que chegam as galerias de modo indevido ou que se infiltram
através das juntas das canalizagdes (Smith, 1996).

Raramente os esgotos sdo tratados para remocdo de constituintes inorganicos, a
exce¢do de alguns despejos industriais. Na Tabela 1 sdo mostrados valores tipicos de

parametros de carga organica (mg/L) no esgoto sanitario.
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Tabela 1. Valores tipicos de parametros de carga organica (mg/L) no esgoto sanitario.

Condigoes do Esgoto
Parametros
Forte Médio Fraco

DBO;s (20°C) 300 200 100
0.D. 0 0 0
Nitrogénio Total 85 40 20
Nitrogénio Organico 35 20 10
Amédnia Livre 50 20 10
Nitrito, NO", 0,10 0,05 0
Nitratos, NO; 0,40 0,20 0,10
Fosforo Total 20 10 5
Orgénico 7 4 2
Inorganico 13 6 3

Fonte: Jorddo & Pessoa (1995).

2.2.4 Caracteristicas bioldgicas

Os principais grupos de microrganismos importantes para os processos de tratamento
sao aqueles utilizados nos processos biologicos, os indicadores de polui¢do e especialmente os
patdgenos, capazes de transmitir doengas por veiculagdo hidrica. Os principais organismos
encontrados nos esgotos sdo: as bactérias, os fungos, os protozodrios, os virus, as algas e
alguns grupos de plantas e animais (Viel, 1994).

As Dbactérias constituem talvez o elemento mais importante do grupo de
microrganismos, responsaveis pela decomposi¢do e estabilizacdo da matéria organica, tanto

na natureza como nas unidades de tratamento biologico (CETESB, 1985).

2.3 O género Aeromonas

Os representantes do género Aeromonas (do grego aer-aire = ar ou gas e monas =
unidade, portanto, unidade produtora de gés), sdo bactérias gram negativas de forma bacilar,
ndo formadoras de esporos, anaerobias facultativas, monotriquias, que utilizam a glicose
como unica fonte de energia e ocorrem de forma autdctone em ambientes aquaticos (agua
doce, costeira, salobras, esgotos, etc.) (Maalej et al., 2003). A morfologia celular das espécies

de Aeromonas ¢ muito variavel. Os bacilos podem variar desde formatos cocoides até¢ formas
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finas e filamentosas. Em geral, as células se descrevem como retas e de forma bacilar com
extremidades arredondadas, apresentando-se isoladas, aos pares ou em cadeias curtas
(ICMSF, 1998).

O género Aeromonas foi proposto pela primeira vez por Kluyver & Van Niel
(Popoff, 1984) em 1936 para enquadrar as bactérias de forma bacilar que possuiam as
propriedades semelhantes as Enterobacteriaceae, porém moveis por meio de um flagelo polar.
O primeiro isolamento notificado de Aeromonas foi realizado em ovos em 1937, quando
Ewing et al. (1961) ¢ Altwegg & Geiss (1989) chegaram a conclusdo de que as primeiras
bactérias isoladas por Sanarelli em ras em 1891 e as isoladas por Zimmermann na agua em
1890 eram Aeromonas sp. (ICMS, 1998).

Embora historicamente o género Aeromonas tenha sido colocado na familia
Vibrionaceae (Popoff et al., 1984), apds inimeros estudos baseados principalmente em dados
sobre a hibridizagdo RNA-DNA, analises seqiienciais SSTRNA, catalogacdo de 16RNA, e as
diferencas imunoldgicas, indicam que as bactérias que atualmente compreendem o género
Aeromonas sao suficientemente distintas dos membros da familia Enterobacteriaceae e
Vibrionaceae, o que garante a sua classificagdo dentro de um grupo diferente. Colwell et al.
(1986), entdo, sugeriram a criagdo de uma nova familia, a Aeromonadaceae (Kimpfer &
Altwegg, 1992; Altwegg & Liithy-Hottenstein, 1991).

Desde os primeiros estudos de hibridizagado DNA-DNA em Aeromonas (Popoff et
al., 1981) e da descricdo do género com quatro fenoespécies (A. caviae, A. hydrophila,
A. salmonicida e A. sobria) no Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology (Popoff et al.,
1984), dezessete grupos de hibridizagdo foram definidos: A. hydrophila HG1, A. bestiarum
HG2, A. salmonicida HG3, A. caviae HG4, A. media HGS5, A. eucrenophila HG6, A. sobria
HG?7, A. veronii biotipo sobria HGS, A. jandaei HG9, A. veronii biotipo veronii HG10,
unnamed HG11, A. schubertii HG12, unnamed HG13, (grupo entérico 501), A. trota HG14,
A. allosaccharophila HG15, A. encheleia HG16 e A. popofii (Galbis et al., 2002).

Quatro novas espécies de Aeromonas foram subseqiientemente introduzidas:
A. allosaccharophila HG15 (Martinez-Murcia et al., 1992), A. encheleia HG16 (Esteves et
al.,1995), A. bestiarum HG2 (Ali et al., 1996); ¢ A. popofii HG17 (Huys et al., 1997); duas
espécies adicionais (A. ichthiosmia e A. enteropelogenes) aparecem como sendo sinénimos
subjetivos de espécies anteriormente publicadas (Bottarelli & Ossiprandi,1999).

Dentre as dezessete espécies atualmente descritas no género Aeromonas, somente
cinco (A. hydrophila, A. veronii, A. caviae, A. jandaei e A. schubertii) sdo reconhecidas como

patogenos humanos, sendo associadas principalmente a gastrenterites em criancas e
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imunodeprimidos (Janda & Abott, 1998). Outras espécies tais como A. salmonicida sio
bastante conhecidas como patdgenos de peixes causando mortalidade em massa em varias
espécies. Esse patdégeno emergente, comumente, produz fatores de viruléncia tais como
citotoxinas, enterotoxinas e¢ hemolises sobre humanos e animais aquaticos (Trower et al.,
2000).

Embora predominantemente isoladas de ecossistemas aquaticos, estas bactérias nao
sdo restritas a este habitat, podendo ser isoladas do trato gastrintestinal de animais de sangue
quente e frio, de produtos carneos (bovino, aves, peixes, etc.), leite e vegetais in natura
(Leitdo & Silveira, 1991). Crescem em temperaturas que variam de 0°C a 45°C, sendo que as
espécies que apresentam patogenicidade para humanos (mesofilas) crescem entre 10°C a
42°C, com temperatura 6tima de 37°C (Rodrigues & Ribeiro, 2004).

Este género também apresenta espécies psicotroficas, imoveis, que crescem a uma
temperatura maxima de 30°C (A. media) ou inferiores (A. salmonicida). De modo geral, a
temperatura o0tima para o crescimento das Aeromonas sp. ¢ em torno de 28°C (Macédo,
2001). Essas bactérias sao também resistentes ao agente vibriostatico O/129 (2,4-diamino-6,7-
diisopropilteridine), podendo ainda crescer e produzir enterotoxinas e hemolisinas a
temperatura de refrigeracdo, aproximadamente 4°C (Martins et al., 2002).

Segundo Mateos et al. (1993), a capacidade de crescer em temperaturas extremas
varia entre as cepas e parece estar intimamente relacionada com a sua origem.

As Aeromonas s3o ainda, potencialmente significantes como agentes causadores de
doengas de origem alimentar (Krovacek et al., 1992). Varias espécies tém sido associadas a
casos de gastrenterites, septicemias e feridas em humanos. Além disso, a presenca desta
bactéria pode ser fatal para pacientes imunodeprimidos (Austin et al., 1996).

As aeromonas mesoOfilas tém sido comumente isoladas de pacientes com
gastrenterites embora seu papel na producao de doencas ainda ndo tenha sido elucidado. Elas
também estdo associadas com sépsis, feridas e com infec¢des oculares, do trato respiratorio e
outras infecc¢des sist€émicas, as quais aparecem apos contagio de fraturas e laceragdes com
aguas contaminadas com a bactéria (Carnahan et al., 1991). A Tabela 2 apresenta a freqiiéncia

relativa de ocorréncia de infecgdes causadas por Aeromonas mesofilas em humanos.
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Tabela 2. Freqiiéncia relativa da ocorréncia de infec¢cdes humanas associadas com

Aeromonas mesofilas®.

Tipo de infeccio

Caracteristicas

Freqiiéncia relativa

Diarréia secretora

Diarréia aguda aquosa, vomito

Muito comum

Diarréia disenteria

Diarréia aguda com sangue muco.

Comum

Diarréia cronica colérica

Diarréia com mais de dez dias de duracdo, fezes tipo
“agua de arroz”

Raramente comum

Celulites sistémicas Inflamagao do tecido conectivo Comum
Mionecroses Hemorragia, necroses com/ sem gas Raro
Eritema gangrenoso Lesdes na pele com pontos necréticos, sépsis Incomum
Septicemia Febre, calafrios, Hipotensao, alta mortalidade Comum
Perionites Inflamacgdo do peritonio Incomum
Pneumonia Pneumonia com septicemia, algumas vezes necroses Raro
Osteomiclites Inflamagdo do osso s;guida de uma Infecgao do Raro
tecido mole
Colecistites Infecgdo aguda da vesicula biliar Raro
Infecgdes oculares Conjuntivites, ulcera corneal e endoftalmites Raro

# Modificado por Janda & Duffey (1988).

b Freqiiéncia de ocorréncia relativa de todos os casos de infeccao por Aeromonas.

O entendimento da significancia clinica dos isolados entéricos de Aeromonas tem

sido complicado pelo fato de alguns estudos demonstrarem similar freqiiéncia de isolamento
em adultos sintomdticos e assintomaticos, enquanto outros tém demonstrado significante
correlacdo entre diarréia e produgdo de enterotoxinas pela bactéria (Bloom & Bottone, 1990;
Knochel, 1990).

As evidéncias indicam que as pessoas geralmente sdo afetadas por Aeromonas
entéricas e que as mesmas podem ser uma parte natural da microbiota intestinal, de forma
transitoria ou por periodos longos. Um numero de fatores incluindo idade, sistema
imunologico, dose de infeccdo e doengas implicitas, afetam a habilidade das Aeromonas em
causar infecgdes (Rhodes & Kator, 1994).

As espécies de Aeromonas produzem também uma variedade de fatores de
viruléncia, incluindo toxinas extracelulares e enzimas. Dentre as toxinas produzidas estdo as
hemolisinas, enterotoxinas, citotoxinas ¢ adesinas. A enterotoxina citotoxica, também

conhecida como “aerolisinas” com atividade enterotoxica, citotoxica e hemolitica, tem sido
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descrita como o mais poderoso fator de viruléncia associado com doencas gastrintestinais
mediadas por Aeromonas (Martins et al., 2002).

Dentre as principais doengas causadas por Aeromonas em humanos destacam-se dois
grupos: as septicemias (causadas por cepas de A. veronii subsp. sobria e A. hydrophila), e as
gastrenterites, provocadas por algumas Aeromonas mesofilas como A. hydrophila e A. caviae
(Moyer, 1987).

2.4 Fatores de viruléncia e mecanismos de patogenicidade

As Aeromonas sao patdégenos emergentes conhecidos por produzirem varios fatores
de viruléncia. Dentre os principais fatores que podem ser associados com a producido de
doengas estdo: a secre¢do de exotoxinas, endotoxinas ou lipopolisacaridios (LPS), presenca de
uma camada S, as fimbrias ou pélos adesivos, hemolisinas e a produgdo de capsulas em meio
rico em glicose (Merino et al., 1995). A endotoxina que compde a membrana externa de
muitos patégenos gram-negativos, toxico para humanos e para varias espécies de animais
(Moyer, 1987). As hemolisinas sdo proteinas citoliticas extracelulares que agem formando
perfuragdes na membrana celular por sua inser¢cao na camada bi-lipidica destruindo a barreira
de permeabilidade da membrana e dissolvendo as células vermelhas do sangue (Kiihn et al.,
1997).

As citotoxinas e as enterotoxinas, incluindo aquelas com atividade hemolitica, sdo as
mais importantes para a patogenicidade das Aeromonas (Bottarelli & Ossiprandi, 1999). As
enterotoxinas sdo produtos extracelulares, excretados para fora da célula bacteriana, que
podem agir sobre o epitélio intestinal, produzindo inflamagdo. As Aeromonas também podem
produzir substancias extracelulares, com significantes fatores de difusdo: proteases, amilases,
citinases, nucleases e outras com papel de patogenicidade desconhecida. As proteases podem
contribuir para a patogenicidade causando danos diretos aos tecidos ou aumentando a
capacidade de invasdo (Merino et al., 1995).

Em estudos sobre fatores de viruléncia envolvendo as proteases e outras exotoxinas,
em infec¢des causadas por Aeromonas moveis, Delcorral et al. (1990) investigaram a
capacidade das células bacterianas em aderir aos eritrocitos, baseados na hipotese de que esta
habilidade era um dos pré-requisitos para a infeccdo. No entanto, concluiram que a habilidade
de uma determinada linhagem em produzir doenga, ndo estava diretamente relacionada a sua
capacidade de aderéncia, mas pode estar relacionada a multiplos marcadores fisioldgicos e

biologicos.
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Intmeros trabalhos j& foram realizados com o objetivo de identificar os fatores de
viruléncia ou os mecanismos de patogenicidade de cepas de Aeromonas para homens e
animais; mas atualmente somente um fator, produzido por cepas de A. salmonicida,
A. hydrophila, A. veronii e em A. sobria — a camada “S”, comumente conhecida como camada
“A”, a qual possui varias atividades biologicas, esta sendo relacionada a viruléncia dessa
espécie (Bottarelli & Ossiprandi, 1999; Ingham, 1990). A camada “S” ¢ uma estrutura
composta por proteinas ou glicoproteinas ligadas a parede celular bacteriana cujas fungdes
sdo: servir como reservatorio de dgua e nutrientes, aumentar a aderéncia a superficies através
da formagao de biofilmes e do poder infectante, aumentar a capacidade invasiva das bactérias
patogénicas que escapam mais facilmente a acdo dos fagocitos e aumentar a resisténcia
microbiana a biocidas (Schiavano et al., 1998).

Existem duas categorias de infeccdes associadas a Aeromonas: as de localizagdo
intestinal (gastrenterites) ¢ as extraintestinais (septicemias, ferimentos, infec¢des oculares,
Ossea, articulagdes intra-abdominais, infecgdes obstétricas/ginecologicas, etc.) (Rodrigues &
Ribeiro, 2004). As infec¢cdes podem ser adquiridas através do contato direto com ambientes
ou pela ingestao de 4gua ou alimentos contaminados (Knochel & Jeppesen, 1990).

Aeromonas sao comumente recuperadas de culturas de fezes, de misturas de culturas
de feridas, abscessos, do trato respiratorio, de injurias traumaticas, de infecgdes poOs-
operatorio e apOs a exposi¢do a fontes ambientais contaminadas por essas bactérias. Sao
isoladas também de culturas de sangue e outros fluidos corporais, tais como a bile, fluido

peritoneal ¢ efluentes de dialises (Kuhn et al., 1997).

2.4.1 Gastrenterites

Desde os primeiros casos relatos por Lautrop ¢ Rosner em meados dos anos 60, as
espécies de Aeromonas tém sido suspeitas de serem a causa de gastrenterites bacterianas
agudas. Com o aumento das informacdes cientificas, as espécies desse género foram incluidas
no grupo dos patdgenos gastrintestinais (Janda & Duffey, 1988).

O primeiro relato de gastrenterites associadas a Aeromonas veio da Jamaica em
1958, mas, evidéncias desta habilidade em causar a doenga em diferentes individuos nao estao
muito claras (Adams & Moss, 2000).

Investigacdes epidemiologicas em varios paises tém relatado elevados indices de
Aeromonas isoladas de pacientes com diarréia, embora isto ndo necessariamente indique uma

relagdo causal. Embora a incidéncia de diarréias atribuidas a Aeromonas sp. permita variar
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levemente com a localidade, recentes estudos tém indicado que as mesmas podem ser a causa
comum de gastrenterites bacterianas em algumas populagdes concorrendo com a mesma
freqiiéncia de outros patogenos entéricos tradicionais tais como Campylobacter, Salmonella e
espécies de Shigella (Janda & Duffey, 1988). Krovacek et al. (1992) afirmam haver uma
relacdo direta entre o alimento contaminado e o desenvolvimento de doengas gastrintestinais,
o que da suporte ao significado clinico.

Vérios estudos de casos controlados envolvendo gastrenterites aeromonadais
demonstram estatisticamente uma significante associag¢do entre a recuperacao de Aeromonas e
a representacdo sintomatica (Sechi et al., 2002). Um estudo significativo a esse respeito foi
realizado por Burke & Gracey (1986), os quais avaliaram a recuperagao de patogenos
entéricos em dois grupos de seis criangas de mesma idade no Oeste da Australia. Neste
estudo, 118 (10,8%) de 1.156 criangas sintomaticas tiveram Aeromonas enterotoxigénicas
isoladas de suas fezes, e somente 0,6% das 1.156 criangas assintomaticas hospedavam cepas
similares. Além dessas evidéncias, diferentes laboratorios tém demonstrado que muitas
espécies de Aeromonas (principalmente, A. hydrophila e A. sobria) sdo capazes de elaborar
uma ou mais enterotoxinas in vitro (Imziln et al., 1998).

Através dos intimeros casos relatados na literatura, a determinacdo da sintomatologia
gastrintestinal tem ocorrido subseqiientemente a administragdo de uma terapia antimicrobiana,
especificamente direcionada contra as cepas de Aeromonas (Bloom & Bottone, 1990). As
espécies A. hydrophila e A. sobria sdo as principais cepas enteropatogénicas isoladas de
pacientes com gastrenterites; embora A. caviae tenha sido implicada em alguns casos de
diarréias (Chopra & Houston, 1999).

A literatura sugere ainda que, Aeromonas, outrora considerada um patdgeno
oportunista em imunodeprimidos, sdo agora implicadas como agentes etiologicos em
numerosas situagdes clinicas envolvendo individuos sadios de todos os grupos (Sousa &

Souza, 2001).

2.4.2 Septicemia

A septicemia ¢ a doenga mais invasiva causada por espécies de Aeromonas. Embora,
originalmente descrita em individuos imunodeprimidos, essa doenga foi detectada também em
pessoas sadias e de todas as idades (Corredoria et al., 1994).

Os individuos que se apresentam com septicemia, desenvolvem sintomas

semelhantes aqueles observados em pessoas infectadas com outras bactérias gram negativas,
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tais como: febre, calafrios, hipertensao e (pouco comum) manifestacdes gastrintestinais e
pulmonares. Os pacientes acometidos de septicemia geralmente possuem uma historia de
contato direto com agua ou pescado contaminado (Chan et al., 2000).

Lee et al. (1986) revisando 40 casos de bacteremia em hospitais durante um periodo
de trés anos, constataram que espécies de Aeromonas ocorreram em 2,3% de todas as
septicemias relatadas.

Varias condigdes clinicas diferentes predispdem certos individuos ao
desenvolvimento de septicemias, dentre estas estdo: tumores solidos, disfun¢des hepaticas,
desordem hepatobiliares e injurias traumaticas. Individuos acometidos por leucemia, linfomas

e/ou mielomas ocasionalmente desenvolvem septicemia (Krovacek et al., 1993).

2.4.3 Feridas infecciosas

A segunda forma de doenga produzida por Aeromonas mesoéfilas que mais prevalece
sdo as feridas infecciosas. Uma importante distingdo entre esta doenga e as gastrenterites, ¢
que a fonte da cepa infectante ¢ usualmente conhecida em feridas infecciosas e ¢ quase
invariavelmente de origem ambiental (Pereira et al., 2002). Casos notificados de feridas
infecciosas brandas ou fulminantes, causadas por Aeromonas, relatam que essas infeccoes
eram precedidas por um evento traumatico, durante o qual a pessoa era infectada através do
contato direto com agua ou objetos contaminados (Bottarelli & Ossiprandi, 1999).

As infecgdes na pele podem ocorrer sobre a superficie cutdnea ou mucocutanea
principalmente nas pernas ¢ nas maos. Um numero de manifestagcdes clinicas pode ocorrer
partindo-se de uma celulite suave a uma mionecrose fulminante (Mahon, 1988).

Diferentes representagdes clinicas podem ser relatadas para diferentes individuos,
incluindo o local de contaminagdo, subordinado ao estado imunologico do hospedeiro,
concentracdo ¢ tamanho do inoculo e o potencial de viruléncia do organismo infectante
(Merino et al., 1995). A Tabela 3 mostra alguns aspectos referentes as feridas infecciosas

causadas por Aeromonas sp.
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Tabela 3. Caracteristicas de feridas infecciosas provocadas por Aeromonas sp.

Tipo ({e Freq’u?ncla Patologia Recuperacio de Pacientes
Infecciio Clinica
Infeccdo do tecido conectivo
parecendo as vezes com celulites -
Celulites Comum hemolitica estreptococica; Usualmente completa.
ocasionalmente vistas como ulceras
granulomatosas.
Na maioria das vezes requer
amputacdo do membro
Mionecrose Hemorragias, necroses e liquefagdo |infectado; alta mortalidade
com ou sem Raro do tecido mole (musculo); formacdo |associada com culturas de
produgdo de de gas subcutaneo, separacdo de sangue positivas; as vezes
gas. fibras musculares. fatal; requer cirurgia com
amputacdo do membro afetado
e terapia antimicrobiana.
Associada a sépsis aeromonadais;
Eritema tipicas lesdes de eritemas com .
Incomum . Muitas vezes fatal.
gangrenoso bordas eritematosas e centros
necroticos.

Fonte: Janda & Duffey (1988).

Viérios casos de mionecroses tém sido relatados na literatura. Bottarelli & Ossiprandi
(1999) relataram intimeros casos de isolamentos de Aeromonas associadas a mionecroses,
dentre estes o de um jovem de 19 anos, que teve sua perna amputada por um motor de
propulsdo de bordo e que posteriormente foi infectado por Aeromonas. Quando uma
mionecrose fulminante acontece necessita-se aplicar a combinagdo cirurgica com a terapia
antimicrobiana. As mionecroses podem ocorrer acompanhadas por gangrena e gas
(semelhantes a mionecrose produzida pelo Clostridium sp.) (Chan et al., 2000).

Durante o desenvolvimento da gangrena gasosa, aparecem lesdes denominadas de
eritema gangrenoso. Estas lesdes sdo comumente associadas a pacientes imunodeprimidos
(Bottarelli & Ossiprandi, 1999). Minnaganti et al. (2000) encontraram lesdes tipicas de
eritema em dois dos nove pacientes com doenca neopldstica, os quais apresentavam
bacteremia aeromonadal. Mahon (1988) descreveu o historico de um homem de 58 anos que
sendo portador de cirrose hepatica, desenvolveu celulites e necroses nas pernas e pés,

subseqlientemente as sépsis aeromonadais.



22

A. hydrophila é uma das espécies mais comumente recuperadas do sangue ¢ das
erupgdes purulentas dos musculos de pacientes portadores de gangrena gasosa. Dois
mecanismos tém sido propostos para explicar a expansao e o ataque de A. hydrophila durante
uma infecc¢ao no tecido mole. O primeiro postulado diz que a bactéria invade completamente
o trauma e causa primeiramente uma infec¢do do tecido e depois desenvolve as sépsis. De
acordo com o segundo mecanismo, a sépsi ¢ primeiramente induzida pelo patégeno e em
seguida promove as lesdes metastaticas no tecido mole (Corredoria et al., 1994).

A terapia antimicrobiana apropriada (uso de antibidticos) juntamente com a
fragmentacdo do tecido e/ou amputagdo do membro, auxilia na recuperacao dos individuos

acometidos por essa doenga que na maioria das vezes ¢ fatal (Martins et al., 2002).

2.4.4 Trato respiratorio

Embora comumente isolada de espécimes envolvendo o trato respiratorio (saliva e
garganta), as aeromonas recuperadas de cada local sdo clinicamente insignificantes, baseado
em seu esporadico isolamento de consecutivas culturas de saliva, no baixo nlimero presente e
na presenga de outros patdgenos. Na maioria dos casos, esses isolados aparecem
representando s6 uma colonizagao transitoria (Baddour & Baselski, 1988).

Inumeros casos de Aeromonas associadas a pneumonias tém sido descritos pela
literatura, e a maior parte desses casos tem sido caracterizados clinica e epidemiologicamente
(Ender et al., 1996). Murata et al. (2001) relatam o caso de um homem de 40 anos que foi
admitido na hemodialise devido a dores no toérax, sendo diagnosticado com pneumonia e
pericardites. O paciente foi medicado com ampicilina, mas em seguida, desenvolveu severo
choque séptico. Um tipo fulminante de pneumonia progrediu rapidamente, levando o homem
a morte 48 horas apds o inicio dos sintomas. A autopsia e uma cultura de secreg¢des revelou
pneumonia causada por Aeromonas hydrophila.

Um outro estudo foi desenvolvido por Takano et al. (1996), que descreveram o caso
de um homem de 69 anos, alcodlatra, com pneumonia e sépsis devido a Aeromonas
hydrophila. Esta infecgdo também foi letal para este paciente, que morreu por asfixia 6 horas
apos os primeiros sintomas de dores abdominais ¢ diarréia. Aeromonas hydrophila foi isolada
do sangue e de secre¢do bronquial. A forma de pneumonia fulminante pode se desenvolver
em pacientes com condi¢gdes de predisposi¢do, tais como alcoolismo com hepatites cronicas e

diabetes.
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Gongalves et al. (1992) também relatam o caso de um rapaz de 24 anos que contraiu
pneumonia um dia apods ter nadado no mar. Apesar da assisténcia na unidade de terapia
intensiva, ele faleceu 4 horas apos a sua admissdo e 21 horas apos os primeiros sintomas. A
necropsia demonstrou como causa do 6bito, pneumonia hemorragica necrosante. Aeromonas
hydrophila foi isolada de culturas de sangue. A infecgdo pode ter comecado a partir da agua

do mar contaminada.

2.4.5 Infecgoes oculares

A endoftalmite é definida como uma inflamag¢ao da cavidade interna ocular, mas na
pratica clinica, ela ¢ usualmente um meio de levar uma inflamagao secundaria a uma infecc¢ao
intra-ocular. Embora rara, a endoftalmite ¢ potencialmente uma infeccdo devastadora
resultando na perda progressiva da visdo para a maioria dos pacientes (Jackson et al., 2003).
Conforme a via de contaminagdo ¢ classificada como exdgena e endogena. A endoftalmite
exdgena pode ser pos-cirurgica (principalmente apos cirurgia de catarata, de cornea), pos-
trauma ndo cirirgico. A endoftalmite endogena, também chamada de metastatica, ¢é
decorrente de foco infeccioso que atinge o olho por via hematogénica (Freda & Gama, 1995).

A endoftalmite pode ser causada por inimeros microrganismos, a mais comum ¢ a
pos-cirurgica provocada por bactérias, embora, a literatura nacional seja carente de estatisticas
a este respeito. Ja as endoftalmites pos-traumadticas podem estar associadas a presenca de
corpos estranhos intra-oculares, particulas do solo e vegetais. Os sintomas clinicos ¢ a
evolugdo da infecg¢do sdo variaveis, dependendo do tipo de endoftalmite e do microrganismo
envolvido. De modo geral o paciente apresenta dor, sinais inflamatorios do segmento anterior
e/ou posterior dos olhos associados a antecedentes de traumas cirirgicos ou se o paciente ¢
portador de doengas sistémicas debilitantes como o diabetes (Shrader et al., 1990).

As infecgdes, envolvendo os olhos, podem partir desde uma conjuntivite branda até
uma devastadora endoftalmite, tendo sido atribuidas em alguns casos a espécies de
Aeromonas (Okada et al., 1994). Carta et al. (1994) relataram a ocorréncia de ulcera corneal
em dois homens, causada por Aeromonas. As infecgdes nos dois pacientes foram o resultado
de um trauma causado por um corpo estranho nos olhos. O tratamento com gentamicina
resolveu a infeccdo em ambos os casos. Smith (1980), similarmente, analisou dois casos de
conjuntivite aeromonadal, onde os olhos aparentemente, ndo sofreram injurias. As lentes ou
solugdes de lentes de contato foram as fontes potenciais dessas infecgcdes em cada caso.

Cohen et al. (1983) descreveram um caso de endoftalmite em um menino de oito anos, o qual
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teve um dos olhos injuriados por um anzol enquanto pescava, sendo que a cultura do material
purulento obtido da cavidade anterior dos olhos revelou a presenca de Aeromonas e de

Plesiomonas shigelloides.

2.4.6 Osteomielites

Osteomielite ¢ a denominagdo de uma infec¢do provocada por bactérias em um
tecido d6sseo, ndo transmissivel de pessoa para pessoa, com aparecimento subito (aguda) ou
com evolucao longa, que é a osteomielite cronica. Os microrganismos causadores podem
chegar ao tecido de varias formas: através de infecgdes originadas em lesdes cirrgicas ou
acidentais (fraturas expostas), através de areas infeccionadas em alguma regido do corpo que
atingem o osso pela sua proximidade (ulceras de decubito, ulceras varicosas), ou através da
circulagdo do sangue (disseminagao hematogénica), podendo provocar uma infecgdo em 0ssos
distantes do ponto de entrada da bactéria, a partir de uma simples amigdalite ou de um
furtinculo (Lew & Waldvogel, 2004).

Sob condigdes raras, as aeromonas podem estar envolvidas em sérias infec¢des
envolvendo os 0ssos. Alguns casos sdo exemplificados pela literatura, como o de um homem
de 38 anos que procurou assisténcia médica apds ferir o seu pé em um objeto submerso,
enquanto caminhava descal¢o as margens de um rio. Ap6s uma fracassada automedicagdo, a
infeccdo progrediu para uma osteomielite que necessitou de uma prolongada terapia
antimicrobiana (Larka et al., 2003). Os sintomas da osteomicelite dependem da localiza¢do da
infeccdo, porém os mais comuns sao dor no local da infec¢do, calor e vermelhidao, restrigao
dos movimentos, perda da sensibilidade no local afetado, febre, etc. Em casos cronicos, pode-
se observar a eliminagdo de fragmentos 0sseos pela pele sobre o local infectado. Casos de
septicemia podem ocorrer a partir dessas infec¢des (Rafe, 2005).

Karam et al. (1983) relataram dois casos de osteomielites em adultos que sofreram
injarias no tornozelo enquanto se aproximavam das dguas de um rio. A solucdo de ambas as
infecc¢des foi acompanhada por curetagem e a administragdo de antibidticos de aspectos gerais

(gentamicina, tetraciclina, etc.).

2.5 Infeccoes em humanos

A bacteremia ¢ uma das manifestagdes patogénicas mais comuns de Aeromonas em

humanos. Os sintomas brandos incluem, febre e calafrios, mas pacientes que se tornam
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sépticos ou debilitados pela infeccdo bacteriana, freqiientemente exibem dores abdominais,
nausea, vomito e diarréias (Bottarelli & Ossiprandi, 1999).

Relatos de feridas infecciosas causadas por Aeromonas tém sido divulgados
amplamente na literatura. Diversas gastrenterites e infec¢cdes podem levar sérios problemas ao
individuo infectado, como por exemplo, amputacdo do membro afetado ou a morte. As feridas
causadas por cepas de Aeromonas estdo dentro de trés categorias, listadas em ordem de
aumento de severidade e danos causados: celulites, mionecroses e eritema gangrenoso
(Corredoria et al., 1994).

As celulites sdo as mais freqiientemente encontradas em infec¢des causadas por
Aeromonas. Constitui-se de uma inflamacao do tecido subcutaneo, caracterizada por um
vermelhidao e endurecimento do mesmo podendo progredir de uma injuria ou infecgdo

secundaria para sépsis (Duthie et al., 1995) (Figura 4).

Fonte: Hayes (2004)

Figura 4. Celulites causadas por Aeromonas sp.

As mionecroses ¢ os eritemas sdo os dois tipos menos comuns de infecgdes
ocasionadas por Aeromonas e sao tipicamente encontrados em pacientes imunodeprimidos. A
mionecrose ou lesdes com bolhas ¢ caracterizada pela liquefacdo dos musculos seguido do
enegrecimento do tecido, o qual pode ser gangrenoso com producdo de gas (Figura 5). Esses
pacientes necessitam de uma terapia antimicrobiana intensa, com retirada do tecido lesado
daqueles individuos que deixam de responder ao tratamento, € em ultimo caso procede-se a

retirada do membro afetado (Haburchak, 1996).
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Fonte: Hayes (2004)
Figura 5. Infec¢des com bolhas causadas por Aeromonas sp.

O terceiro tipo, o eritema gangrenoso, ¢ um necrotico cutdneo que ocorre
secundariamente as sépsis (Figura 6). As lesdes tém uma borda eritematosa envolvendo uma
vesicula que pode progredir para necrose do tecido mole dentro de 24 horas. Este tipo de

infeccao geralmente ¢ fatal (Stephen, 1996).

Fonte: Hayes (2004)

Figura 6. Eritema gangrenoso.

As infecgdes causadas por Aeromonas requerem pronta atengdo desde o primeiro
sinal de ataque. A maioria das infecgdes ¢é tratada com antibidticos (Mani et al., 1995). Na
maioria das vezes, se desenvolve apds injurias traumaticas com posterior contato com agua e
solo contaminados. Infec¢does do tecido mole ocasionadas por essa espécie assemelham-se
clinicamente a tipicas celulites. Todavia, as infec¢des causadas por Aeromonas sp. podem se
tornar invasivas com formacao de abscessos, eritema gangrenoso € mionecroses como citados

anteriormente (Gold & Salit, 1993).
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2.6 Infeccoes em pescado

Aeromonas sp. sdo contaminantes comuns de peixes e frutos do mar, podendo causar
diversas condi¢des patologicas, incluindo infec¢des agudas e cronicas. A severidade da
doenca ¢ influenciada por inumeros fatores interrelacionados, incluindo a viruléncia da
bactéria, a condicao fisioldgica do hospedeiro, o grau de resisténcia genética e ao tipo € o grau
de estresse exercido sobre os organismos (Cipriano et al., 2001).

As condi¢des de estresse estdo associadas principalmente as mudangas ambientais.
Os fatores estressantes incluem a super populagdo, aumento da temperatura, baixos indices de
oxigénio dissolvido, aumento nas concentragdes de amodnia e didxido de carbono. Nutrigao
deficiente, infeccdes causada por fungos e parasitas contribuem para mudangas fisioldgicas
nos peixes. O peixe em estado de estresse aumenta a produgdo de corticosterdides, que em
contrapartida aumenta a sua suscetibilidade a infecgdes (Sugita et al., 1996). Peixes e ras
doentes podem tornar-se reservatorios de infecgdes. Certamente algas e protozoarios que sao
ingeridos pelos peixes podem também abrigar Aeromonas moéveis (Olsson et al., 1992).

Os peixes possuem uma variedade de bactérias dentro do seu trato intestinal oriundas
da agua, sedimento e/ou alimentos. A maioria dessas bactérias ¢ residente temporaria e
desaparece do intestino imediatamente apds a invasao (Cahill, 1990).

Algumas bactérias possuem a habilidade de tolerar valores baixos de pH como os do
suco gastrico, resistir a acdo do acido biliar e da lisozima secretada no intestino respondendo
de forma imune, aderindo assim aos mucos e¢/ou a superficie da parede entérica, podendo
persistir por um periodo relativamente longo, e eventualmente compor a microbiota intestinal
especifica de cada animal (Cipriano et al., 2001).

Geralmente os peixes de agua doce abrigam no trato intestinal uma série de bactérias
patogénicas ao homem, incluindo Aeromonas caviae, A. hydrophila, A. jandaei, A. sobria,
A. veronii, Enterococcus faecalis, Escherichia coli, Salmonella sp. e Staphylococcus aureus.
Dentre essas bactérias, algumas sdo tidas como autdctones e outras temporarias (Romero
etal., 1994).

A presenga de microrganismos em Orgdos internos de peixes poderd indicar uma
falha no mecanismo de defesa (Cahill, 1990), mas, McVicar (1997), relata que a ocorréncia de
uma infeccdo em um peixe poderd ndo ser necessariamente um evento que conduza a uma
situacdo de doenca, além disso, sob condi¢des naturais, a maioria dos agentes infecciosos

coexiste com seu hospedeiro sem causar doenca significante.
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Dentre as patologias atribuidas aos membros do género Aeromonas associadas a
doencas em peixes estdo incluidas as ulceragdes dermais, a deterioracdo da cauda e
nadadeiras, ulceragdes oculares, eritrodermatites e septicemias hemorragicas — Figuras 7 e 8
(Sousa et al., 2001).

Dentre as cepas de Aeromonas associadas a infeccdes em peixes estdo a
A. salmonicida, A. hydrophila e A. caviae. A. salmonicida é o patdgeno mais comum em
peixes ndo sendo associado a infecgdes em humanos (Escarpulli et al., 2003). Esta bactéria é
o agente causador de furunculoses, uma doenga debilitante e letal encontrada em fazendas de
criagdo de peixe. As doengas usualmente ocorrem durante o verdo, correlacionadas com o

aumento da temperatura da agua (Massada, 2004).
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Fonte: Cipriano (2001) Fonte: Cipriano (2001)

Figura 7. Hemorragias provocadas por Figura 8. Ulcera¢do dermal causada por

Aeromonas sp. Aeromonas sp.

Outra espécie do género Aeromonas que tem sido associada a doengas severas em
pescado ¢ A. hydrophila, a qual provoca a degenerag¢ao da cauda e barbatanas com posterior
aparecimento de septicemias hemorragicas (Hayes, 2004). A septicemia hemorragica, ¢
caracterizada pela presenca de pequenas lesdes superficiais, as vezes precedidas pelo
levantamento das escamas, hemorragias nas guelras, Ulceras, abscessos, exoftalmia e aumento
do abdémen (Paniagua et al., 1990). Outra condi¢do causada pela A. hydrophila, conhecida
como doenca da “nadadeira vermelha”, ¢ a presenca de hemorragias superficiais e queda das
escamas do peixe (Janda ,1991).

A. hydrophila dentro do intestino dos peixes, multiplica-se causando uma hemorragia
mucosa descamativa (excesso de secrecdo mucosa), onde os metabolitos toxicos sio
absorvidos pelo intestino induzindo ao envenenamento (Sousa et al., 1996).

Finalmente, um dos mais importantes fatos que deve ser lembrado sobre infecc¢des

causadas por Aeromonas em peixes ¢ que ¢ uma doenga zoonotica, isto €, uma doenca que
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pode ser transmitida de animais para o homem e vice-versa (Swann & White, 1989)
(Figura 9).

Individuos saudédveis expostos a essas bactérias ndo sdo muito susceptiveis a contrair
infecgdes. Os acidentes durante o abate de peixes contaminados ou ferir a mdo em uma
barbatana afiada, sdo seguramente um meio de ser contaminado por cepas de Aeromonas

(Merino et al., 1995).

Fonte: HADDAD, 2004.

Figura 9. Transmissao de Aeromonas sp. pelo contato direto com animais contaminados.

As boas praticas de higiene, juntamente com os procedimentos de sanitizacdo
satisfatorios, podem ser uteis para prevenir o homem exposto a doenca. Essas praticas
incluem o uso de luvas durante a manipulacdo de pescados contaminados, a procura de
atendimento médico para qualquer acidente e o enfaixamento de feridas abertas (Gonzalez-
Serrano et al., 2002). Embora as infecgdes provocadas por Aeromonas sp. em humanos sejam
geralmente infecgdes localizadas, o individuo ¢ instruido a procurar atendimento médico ao

primeiro sinal da doenga (Swann et al., 1989).

2.7 Ocorréncia em alimentos

Embora o isolamento das espécies de Aeromonas seja predominantemente a partir de
ambientes aquaticos (aguas doces, costeiras, esgotos, aguas tratadas e salobras), elas podem
ser isoladas também do trato gastrintestinal de animais de sangue quente e frio e de diferentes
alimentos como carnes, leite, vegetais, etc. (Krovacek et al., 1992). Outro reservatdrio
importante é representado pelos moluscos e particularmente por ostras (Abeyta et al., 1986).

No que se refere a sua possivel relagdo com gastrenterites tem-se nos alimentos e na adgua as
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provaveis fontes de varias infecgdes intra e extraintestinais causadas por Aeromonas sp.
(Adams et al., 2000).

A importadncia das Aeromonas nos alimentos permanece indefinida, estando
relacionada ao consumo de alimentos contaminados por individuos imunodeprimidos. Sao
desconhecidas as doses infecciosas (Singh, 1997).

A habilidade de algumas cepas de crescerem a baixas temperaturas pode levar ao
desenvolvimento de um eclevado nimero de bactérias sob condicdoes de resfriamento,
tornando-as uma parte importante da microbiota deteriorante de alimentos resfriados (Tsai &
Chen, 1996). O ntimero de bactérias pode aumentar de 10-1000 vezes em amostras de carnes
e pescado durante uma semana de armazenamento sob refrigeracao (ICMSF, 1998).

Além da multiplicacdo lenta em produtos refrigerados e embalados a vacuo,
Aeromonas podem também crescer em ambientes com valores baixos de pH ou em elevadas
concentragdes de NaCl (5%) (Bottarelli & Ossiprandi,1999). A temperatura média de
crescimento de cepas de Aeromonas isoladas de produtos armazenados a baixas temperaturas
varia de 1 a 2°C, sendo que média de crescimento de A. hydrophila em alimentos ¢ de —2°C
(Mano et al., 2000). Além disso, a presenca dessas bactérias nos alimentos pode representar
um fator a mais de interesse no controle das doengas de origem alimentar (Martins et al.,
2002).

O consumo de alimentos marinhos contaminados por espécies de Aeromonas tem
sido implicado como possiveis fontes de septicemias (Chan et al., 2000). Em Taiwan,
espécies de Aeromonas moveis foram encontradas em 88% dos frutos do mar comercializados
nos mercados varejistas e supermercados. O consumo habitual de frutos do mar in natura na
Asia pode ser responsavel pelo aumento da presenca de uma série de espécies de Aeromonas
de origem fecal (Yaun & Lin, 1993).

O mecanismo utilizado por estas bactérias para o desencadeamento de gastrenterites
nao esta bem esclarecido. Nos alimentos, cada toxina produzida (citotoxinas ou hemolisina) ¢
considerada como uma causa potencial da patogenicidade de Aeromonas (Tsai & Chen,

1996).

2.8 Ocorréncia ambiental

As Aeromonas ocorrem naturalmente em ambientes aquaticos e sdo facilmente

isoladas tanto de ambientes ricos quanto pobres em nutrientes (Hanninen et al., 1995).
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Numeros tipicos de Aeromonas em uma série de ambientes aquaticos estdo descritos na

Tabela 4.

Tabela 4. Numeros tipicos das espécies de Aeromonas quantificadas em ambientes aquaticos.

Ambiente Contagem tipica (UFC/mL)

Esgoto doméstico >10°

Esgoto tratado 10°-10°

Agua de esgoto 10°-10°

Rios recebendo descarga de esgoto 10-10*

Rios claros, lagos e reservatorios 1-107

Agua salgada 10%-10°

Agua de consumo, pés-tratamento 102-10

Agua de consumo em sistema de distribuigio 102-10°

Lengol freatico / 4gua de pogo <1

Fonte: HOLMES et al. (1996).

Aeromonas s3o autoctones de aguas doces e marinhas, contudo um aumento nos
niveis de poluicao pode resultar em um aumento substancial dessa bactéria, podendo também
afetar a distribuicdo desses organismos no ambiente (Marcel et al., 2002). Varios estudos tém
demonstrado que A. caviae tende a predominar em aguas com elevado nivel de contaminagio
fecal, e ¢ a espécie mais freqiientemente isolada em fezes humanas (Stecchini & Domenis,
1994); ja A. hydrophila ¢é freqiientemente isolada de dgua doce (nascentes, rios, lagos), bem
como de aguas salobras e salgadas; esta espécie ndo ¢ indigena de ambientes salinos, mas de
qualquer forma pode ser isolada em conseqiiéncia do esgoto ou do fluxo dos rios no mar.

A. sobria ¢ mais freqiiente em aguas salobras ¢ nao poluidas (Hanninen et al., 1995).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Area de estudo

O estuario de rio Bacanga estd localizado no Parque Estadual do Bacanga com as
seguintes coordenadas geograficas: 2°32°26” - 2°38°7” latitude S e 44° 16” 00” - 44° 19 16” de
longitude W (Figura 10). Fica situado na parte ocidental da Ilha de Sao Luis/MA, possui 9,5
km de extensdo e as suas aguas sdo drenadas para areas cobertas de mangues, cuja
hidrodinamica ¢ influenciada pelas marés, controladas pelas comportas da barragem, que
podem alterar todo o ecossistema (Carvalho et al., 2000).

O Parque Estadual do Bacanga foi criado pelo Decreto Estadual n® 7.545 de 2 de
marg¢o de 1980, com uma area de 3.065 ha, correspondendo a parte restante da antiga Floresta
Protetora dos Mananciais da Ilha de Sao Luis (criada pelo Decreto Federal n® 6.833 de 26 de
agosto de 1944) (Andrade, 2004).

O rio Bacanga nasce na regido Maracand e percorre uma distdncia de
aproximadamente 22 km de suas nascentes até o ponto onde ocorre a comunica¢do de suas
aguas com o mar (Baia de Sdo Marcos). Tem um curso de pequeno porte, com reduzida
contribuicdo de agua doce e expressiva influéncia das marés, cujas elevadas amplitudes (da
ordem de 7,0 m) condicionam a formacdo de um prisma de dgua salgada no interior da
barragem por ocasido das preamares. Esse rio vem sendo utilizado como depurador de esgotos
de parte do centro da cidade de Sao Luis e bairros situados no entorno do corpo hidrico
(Melo, 1998).

Com uma area total de 150 km?, a bacia hidrografica do Bacanga ¢ formada pelas
sub-bacias do Alto Bacanga, Igarapé¢ do Coelho, Represa do Batata e do rio das Bicas. O rio
das Bicas, principal afluente do rio Bacanga, ¢ o mais exposto a degradacdo ambiental e o
mais poluido por estar circundado pelos bairros Coheb, Sacavém, parte do Parque dos Nobres,
Parque Timbira e Pindorama, além do Coroadinho e parte do Coroado, cujas dareas
pavimentadas contribuiram para o menor escoamento superficial da sub-bacia bem como para
alteracdo da qualidade de suas areas pelas descargas de esgotos (SEMATUR, 1992).

A Figura 10, mostra a localizacdo dos cinco pontos de amostragem de agua no
estuario do rio Bacanga, ou seja: 1- Parque Timbira; 2- Parque dos Nobres; 3 - Macatba;

4- Sa Viana e 5- Barragem.
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Figura 10. Localizacdo dos pontos de amostragem no estuario do rio Bacanga, Sao Luis/MA.

Segundo dados da Companhia de Agua e Esgotos do Maranhio (CAEMA, 2005), a
cidade de Sdo Luis, em relacdo a produgdo de esgoto estd dividida em quatro unidades, a
saber: Centro, Cidade Operaria, Vinhais e Cohab. Os bairros citados anteriormente, dentre os
quais entdo incluidos os pontos de amostragens desta pesquisa, fazem parte da Unidade
Centro cuja producdo de esgoto durante o ano de 2004 foi de aproximadamente
8.150.954 m’. A Tabela 5 expressa a produgdo de esgoto nesta unidade no decorrer dos meses
de janeiro a dezembro de 2004. O total de esgoto doméstico produzido pela cidade de Sao
Luis/MA, no ano de 2004, considerando-se as quatro Unidades (Centro, Cidade Operaria,

Vinhais e Cohab) foi de 27. 796.419 m’.
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Tabela 5. Producao de esgoto pela Unidade Centro em Sao Luis/MA no ano de 2004.

Meses Producio de esgoto doméstico em m’
Janeiro 679.254
Fevereiro 659.348
Marco 671.861
Abril 693.629
Maio 671.360
Junho 674.714
Julho 659.490
Agosto 719.620
Setembro 695.859
Outubro 670.241
Novembro 676.250
Dezembro 679.238
Total 8.150.954

Fonte: CAEMA (2005).

3.2 Coleta das amostras

Foram coletadas, mensalmente, trés amostras de agua em cinco pontos distintos
localizados ao longo da extensdo do estudrio do rio Bacanga durante os meses de margo a
outubro de 2004. Cada coleta consistia de 15 amostras, totalizando ao final dos meses de
amostragem 90 amostras.

As amostras de pescado foram adquiridas de pescadores locais as margens do
estudrio. Durante os meses de coletas, foram analisadas 30 amostras de peixe. Foram
estudadas as seguintes espécies: Bagre (Pimelodus maculatus; 6 amostras), Tainha (Mugil
cephalus; 6 amostras), Solha (Pleuronectes platessa; 6 amostras), Prata (Hemigrammus

rodwayi; 6 amostras), Sardinha (Opisthonema oglinum; 6 amostras) — Figura 11.




A - Sardinha (Opisthonema oglinum)
Classe: Actinopterygii

Ordem: Clupeiformes

Familia: Clupeidae

B - Tainha (Mugil cephalus)
Classe: Actinopterygii
Ordem: Mugiliformes
Familia: Mugilidae

Fonte: Katembe (2004).
C - Bagre (Pimelodus maculatus)
Classe: Osteichtyhes
Ordem: Siluriformes

Familia: Ariidae

D - Solha (Pleuronectes platessus - Linnacus,
1758)

Classe: Actinopterygii

Ordem: Pleuronectiformes

Familia: Bothidae

E - Prata (Hemigrammus rodwayi)
Classe: Actinopterygii

Ordem: Characiformes

Familia: Characidae

@ Aauahobby.com

Fonte: Avila (2004)

Figura 11. Espécies de peixes analisados.
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As coletas de dgua foram realizadas a uma profundidade de aproximadamente 30cm
abaixo da superficie da agua, utilizando-se frascos esterilizados de boca larga com tampas
esmerilhadas, enquanto que as amostras de pescados foram acondicionadas em sacos de
polietileno esterilizados. Apds as coletas, as amostras foram transportadas ao Laboratorio de
Microbiologia da Universidade Federal do Maranhao (PCQA — UFMA) em caixas isotérmicas

contendo gelo para a execugdo das analises pertinentes.

3.3 Preparo das amostras

3.3.1 Amostras de agua

A partir das amostras de dgua, foram preparadas dilui¢des decimais sucessivas (10™ a
10°) em Agua Peptonada Alcalina (APA), com posterior distribui¢do de aliquotas de 1mL em
cinco séries de cinco tubos contendo o Caldo Tripticase Soja (Caldo TSB) (enriquecimento) e
0,1 mL em placas contendo o meio seletivo, o Agar Gelatina Fosfato Sal (Agar GSP)
(duplicatas), ambos acrescidos de 20ug/mL de ampicilina, um antibidtico utilizado como

inibidor da microbiota acompanhante das Aeromonas (Figura 12).
3.3.2 Amostras de pescados

Para a analise do pescado, foram pesadas assepticamente 25g da amostra em um
erlenmeyer contendo 225 mL de Agua Peptonada Alcalina (APA) esterilizada. Para a
composicao da amostragem, utilizou-se parte dos musculos, barbatanas, guelras e cauda de
cada espécie estudada. Apos a pesagem, fez-se a homogeneizagdo em homogeneizador estéril,
por cerca de 1 minuto. A partir do homogeneizado obteve-se a primeira diluicdo (10™), e em
seguida, foram preparadas diluigdes decimais sucessivas até 10”. Em seguida foram
inoculadas aliquotas de 1mL em quatro séries de quatro tubos contendo o caldo de
enriquecimento (Caldo TSB) e de 0,ImL na superficie de placas contendo o meio seletivo

(Agar GSP), adicionados de 20ug/mL de ampicilina (Palumbo et al., 1992) ( Figura 13).
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ESTUFA

Agar Gelatina Fosfato Sal
28°C/24h

(Agar GSP)+20pg/mL de
ampicilina

Solugéao salina
0,85% NaCl

ﬁ

Caldo TSB+ 20uq/le de ampicilina

Estrias com alca de platina

Coldnias Tipicas

Agar Tripticase
Soja (Agar TSA)

ESTUFA-28°C/24h

!

TESTES BIOQUIMICOS

Figura 12. Enumeracio (NMP/100mL) e contagem (UFC/mL) de Aeromonas sp. em

amostras de agua.
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Figura 13. Enumeragdo (NMP/g) e contagem (UFC/g) de Aeromonas sp. em amostras de

pescados.
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3.3.3 Determinacio do Numero Mais Provavel (NMP) de Aeromonas sp.

Para a determina¢do do Numero Mais Provavel (NMP/100mL e g) de Aeromonas
sp.,utilizou-se a técnica dos tubos multiplos, adicionando-se aliquotas de 1mL de cada
dilui¢do a uma série de tubos contendo 10mL de Caldo Tripticase Soja (Caldo TSB)
adicionado de ampicilina na concentracao de 20 pg/mL. Os tubos foram incubados a 28°C por
24 horas. Apos esse periodo, a partir de cada cultura positiva (tubos turvos), fez-se estrias
através da técnica de esgotamento com o auxilio de uma alca de platina na superficie do Agar
GSP adicionado de 20 pg/mL de ampicilina. As placas foram incubadas a 28°C por 24 horas
(Figuras 12 e 13).

Apo6s o periodo de incubagdo, as coldnias crescidas nas placas, caracteristicas de
Aeromonas foram isoladas e testadas bioquimicamente e os tubos positivos correspondentes
foram usados para se computar o NMP de Aeromonas/100mL ou g através da tabela do NMP,

proposta pelo Bacteriological Analytical Manual (2004).

3.4 Contagem Padrao em Placas de Aeromonas sp.

Para a contagem das colonias tipicas do género Aeromonas, utilizou-se o Agar
Gelatina Fosfato Sal (Agar GSP), conforme Huguet et al. (1991), acrescido de 20ug/mL de
ampicilina, como meio seletivo de isolamento. As placas preparadas em duplicatas foram
inoculadas superficialmente com volumes de 0,1mL a partir das diluigdes decimais realizadas
nas amostras de 4agua e de pescado, seguidas de espalhamento com auxilio da alga de
Drigalski e em seguida, incubadas a 28°C por 24 horas.

As contagens das colonias foram realizadas em um contador de colonias a partir das
placas contendo entre 30-300 colonias. Devido a produgao de amilase, as colonias suspeitas
de Aeromonas no Agar GSP mostram-se de cor amarela com um halo claro ao redor da
coldnia (Figura 14).

Para o céalculo do niumero presuntivo de UFC/mL ou g (Unidades Formadoras de
Colonias) de Aeromonas sp., o numero de colonias contadas foi multiplicado por 10 e o

resultado multiplicado pelo inverso do fator de dilui¢do da respectiva placa de contagem.
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Figura 14. Placa contendo o Agar GSP com crescimento de Aeromonas sp.

3.5 Isolamento e identificacio das cepas suspeitas de Aeromonas sp.

As colonias suspeitas de Aeromonas foram semeadas em tubos de Agar Tripticase
Soja (Agar TSA) inclinado, seguido de incubagdo a 28°C por 24 horas. Decorrido esse
periodo as culturas em Agar TSA foram submetidas as provas bioquimicas para a

identificagdo das espécies.

a) Prova da oxidase:

A partir da cultura em Agar TSA, uma pequena por¢do do crescimento foi
transferida, por meio de uma alga de platina, para um papel de filtro embebido com o reagente
para oxidase. Logo a seguir realizou-se a leitura.

A prova foi considerada positiva mediante a producdo de coloracdo violeta na regido

do papel de filtro contendo o indculo.

b) Prova da catalase:

A partir do crescimento de 24 horas em Agar TSA uma pequena por¢do da cultura
foi transferida para uma lamina de vidro limpa, com o auxilio de uma al¢a de platina. Em
seguida, a cultura foi coberta com uma gota de agua oxigenada 3,0%. A prova positiva foi
revelada através da visualizagdo da liberagdo de bolhas.

As cepas que se apresentassem positivas frente a estas provas, foram consideradas

suspeitas de Aeromonas sp. e entdo procedia-se as identificagdes definitivas.
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¢) Producio de gas a partir da glicose:

As cepas foram semeadas em tubos contendo caldo vermelho de fenol contendo
0,5% de D-glicose ¢ tubos de Durham invertidos. Ap6s incubagdo por 24 horas a 28°C, foram
considerados positivos os testes que apresentassem cor amarela, devido a acidificagdo a partir

da fermentacao da glicose e presenca de gés no interior do tubo de Durham.

d) Producao de Indol:

Neste teste, as cepas foram semeadas em tubo contendo o meio semi-sélido SIM.
Ap6s incubagdo por 24 horas a 28°C, adicionou-se, cuidadosamente, algumas gotas do reativo
de Kovacs. O teste positivo foi revelado pela formagdo de um anel purpura/vermelho na

superficie do meio.

e) Resisténcia ao 0/129:

Foram estriados, com o auxilio de uma alca de platina, indculos das cepas suspeitas
em placas contendo Agar TSA. Em seguida, discos de papel de filtro impregnados com 10 e
150 pg/mL do agente vibriostatico O/129 foram depositados, na superficie do agar, com o
auxilio de uma pinga esterilizada. As placas foram entdo, incubadas a 28°C por 24 horas. O
teste foi considerado positivo quando se observou o crescimento de Aeromonas sp. em toda a
superficie da placa, sem a presenca de halo de inibi¢ao ao redor dos discos. A bactéria ¢

resistente as duas concentragdes desse agente.

f) Descarboxilacao de aminoacidos:

Neste teste cada cepa foi inoculada em tubos contendo o meio base (Caldo Vermelho
de Fenol) acrescido de 0.5% de lisina, arginina e ornitina, respectivamente. Todos os tubos
receberam uma camada de 6leo mineral estéril e em seguida foram incubados a 28°C por até
96 horas. A prova foi considerada positiva, quando a cor do meio nos tubos permanecia
inalterada (violeta), devido a descarboxilagdo das aminas, ocorrendo a neutralizagdo do pH
acido, causado pela degradacdo da glicose. Nas provas negativas o meio base alterava sua cor

para amarelo, devido somente a utilizacao da glicose.



42

g) Teste em Agar Triplice Ac¢ucar e Ferro (Agar TSI):

Neste teste, as cepas foram inoculadas por meio de picadas em profundidade e em
estrias com o auxilio de uma agulha de niquel-cromo, em tubos contendo o Agar Triplice
Acucar e Ferro (Agar TSI). O periodo de incubacdo foi de 24-48 horas a 28°C. O teste
positivo era caracterizado pela acidificagdo do meio no apice (sacarose +) e acidificagdo na

base (glicose +). A produgdo de gas (podendo ser o H,S) pode ocorrer ou nao.

h) Motilidade:

Com o auxilio de uma agulha de niquel-cromo, realizou-se este teste inoculando-se a
cepa em meio semi-solido, até % de sua altura. Incubou-se os tubos a 28°C por 24 horas.
Apos o periodo de incubagdo, fez-se a leitura do teste. O resultado foi considerado positivo

pela turvagdo do meio e pela migragdo da bactéria a partir da linha inoculada.

i) Reducio de Nitrato:

As cepas a serem testadas foram inoculadas em tubos contendo o caldo nitrato. Apos
a incubagao de 24 horas a 28°C, adicionou-se 0,5mL da solugdo A (4cido sulfanilico) e 0,5mL
da solucdo B (a-naftilamina), do reativo de Greiss e Islova. Considerou-se prova positiva os

tubos que apresentaram uma cor vermelha.

j) Hidrdlise da Esculina:

Para este teste, as cepas foram inoculadas por picadas em profundidade e em estrias
com o auxilio de uma agulha de niquel-cromo, em tubos contendo o Agar Bile-Esculina com
uma parte inclinada e outra em coluna. O periodo de incubag¢ado foi de 24-48 horas a 28°C. O
teste positivo era caracterizado pelo escurecimento do meio que passava a apresentar uma cor

marrom escura ou preta.
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) Prova de Voges-Proskauer:

As cepas foram inoculadas em tubos contendo caldo MR-VP; em seguida foram
incubados em estufa bacterioldgica a 28°C por até 96 horas. Apds este periodo, adicionava-se
a 1lmL da cultura, 0,6mL de uma solucdo de a-naftol ¢ 0,2mL de solucao de hidroxido de
potassio 40% e agitava-se levemente. A prova era considerada prova positiva quando os tubos

apresentavam uma colorag¢do vermelha.

m) Fermentacio de carboidratos:

Semeou-se as cepas em tubos com o caldo vermelho de fenol acrescido de diferentes
acucares em concentragdo de 0,5%, dentre os quais utilizou-se: arabinose, sacarose, salicina,
manitol, inositol. Incubou-se os testes a 28°C por 24-48 horas. A positividade dos testes era
confirmada pela mudanca da cor de vermelha para amarela em fun¢do da acidificagdo do

meio.

n) Crescimento a 3% e 6% de Cloreto de Sédio (NaCl):

Neste teste, as cepas a serem testadas foram inoculadas em caldo nutriente contendo
concentragdes de 3% e 6% de cloreto de sddio (NaCl). Apos o periodo de incubagao, 28°C
por 24 horas, fez-se a leituras dos testes. A prova era tida como positiva quando ocorria a

turvagdo do meio.

3.6 Antibiograma

A atividade antimicrobiana de agentes quimioterdpicos foi verificada através dos
testes de inibigdo do crescimento bacteriano. Os padrdes de sensibilidade e resisténcia a
antibioticos foram determinados pelo Método de Difusdao de Disco de Bauer-Kirby (1966),
envolvendo o uso dos seguintes antibidticos comerciais: ampicilina (AMP) (10ug),
tetraciclina (TET) (30ug), cefotaxima (CTX) (30ug), lincomicina (LIN) (2pg), cloranfenicol
(CLO) (30pg), gentamicina (GEN) (10ug), cefalotina (CFL) (30ug), sulfazotrin (SUT)
(25ug), acido pipemidico (PIP) (20ug), vancomicina (VAN) (30ug), oxacilina (OXA) (1pg),
eritromicina (ERI) (15pg).
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Os discos contendo os antibioticos foram colocados sobre a superficie de Agar
Miiller-Hinton, previamente inoculado com 0,25mL de suspensdo das bactérias em teste,
cultivadas em Caldo Infusdo Cérebro e Coracao (Caldo BHI) (28°C por 24 horas). Apos o
periodo de incubacdo procedeu-se a leitura das placas medindo-se, em milimetros, o diametro
da zona de inibi¢do do crescimento das colonias. As cepas foram caracterizadas como
resistentes, de sensibilidade intermediaria ou sensiveis de acordo com uma tabela de
mensuracdo dos halos para cada antimicrobiano usado, fornecido pelo fabricante dos discos

impregnados.

3.7 Determinacdes dos parametros fisico-quimicos

3.7.1 Temperatura

Para a medida da temperatura da agua (°C) in situ, utilizou-se um termometro de

mercurio comum da marca Incoterm.

3.7.2 Salinidade

As medidas da salinidade foram realizadas in situ através do YSI Scientific

Instrument.

3.7.3 pH

Fez-se as medida de pH (in situ) através do método potencidometrico utilizando-se
um medidor de campo (marca Hanna, modelo 8316) calibrado com padroes de 4,0 ¢ 9,0,

segundo Aminot e Chaussepied (1983).

3.7.4 Oxigénio Dissolvido

O oxigénio dissolvido (O.D. em mg/L) foi medido em laboratdrio através do método
de Winkler, segundo Aminot e Charessepied (1983). A fixacdo foi feita em campo (solugao
de manganés II e iodeto alcalino) e a titulagdo em laboratério. Essa andlise foi realizada pelo

Laboratorio de Bromatologia da Universidade Federal do Maranhao.
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3.7.5 Nitrogénio amoniacal (N-NH,")

Para as medidas do N-amoniacal, utilizou-se o método citado por Aminot e
Chaussepied (1983). Este método baseia-se na reacdo do amoniaco em solucdo alcalina de
hipoclorito, produzindo monocloroamina que reagindo com o fenol resulta em uma coloragdo
azul intenso em presenga do excesso de hipoclorito. Para este parametro as amostras foram
fixadas em campo com posterior leitura através do espectrofotdmetro (espectrofotometro DR-
2000, A= 543nm). Realizou-se essa andlise no Laboratério de Limnologia da Universidade

Federal do Maranh3o.

3.7.6 Nitrito (N-NOy)

Para a deteccdo da presenca de nitrito na agua, fez-se uso do método
espectrofotométrico de Bendschneider & Robinson, citado por Aminot & Chaussepied
(1983). A reagdo do nitrito presente na amostra era observada com sulfanilamida em meio
acido formando um fon diazénio que em presenca de N-naftil-etilenodiamina produzia um
composto de coloragdo rosa, cuja intensidade da cor era proporcional a concentragdo do
nitrito. A analise desse parametro foi realizada no Laboratorio de Limnologia da Universidade
Federal do Maranhao.

Os parametros oxigénio dissolvido, N-amoniacal e nitrito foram utilizados para

evidenciar a presenca de esgotos domésticos nas aguas do estudrio do rio Bacanga.

3.8 Analise estatistica

Todas as andlises estatisticas foram realizadas através do uso de um sistema
computacional Statistic Software. Multiplas correlagdes (Teste de Pearson) foram usadas para
se determinar a relagdo entre os diferentes pardmetros fisico-quimicos medidos nas aguas de

superficie do estudrio do rio Bacanga e as contagens (UFC/100mL) de Aeromonas sp.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados referentes ao NMP/100mL e a contagem em placas de Aeromonas sp.
em aguas de superficie do estudrio do rio Bacanga, no decorrer de seis meses de analises,
estdo expressos na Tabela 6.

Todos os pontos do estudrio apresentaram valores elevados, oscilando entre um NMP

de23x10* e 1,6 x 107/100mL.

Tabela 6. Resultados referentes ao Numero Mais Provavel (NMP/100mL) e a contagem
padrao em placas (CPP) em Agar Gelatina Fosfato Sal (GSP) (UFC/mL) de Aeromonas em 90

amostras de dgua de superficie do estudrio do rio Bacanga, no periodo de marco a outubro de

2004.

Meses de NMP/100mL’ CPP (UFC/mL)’

amostragem | ponto | | Ponto2 | Ponto3 | Ponto4 | Ponto 5 | Ponto I | Ponto 2 | Ponto 3 | Ponto 4 | Ponto 5
#x) 4x10°| 2,4x10° | 2,3x10" 2,4x10° | 40,0 130x10%|3,2x10* | 4.1x10° | 1,8x10°

Marco a a a 1,6x10’ a a a a a a
1,6x107 | 1,6x107 | 2,4x10° 1,6x107 | 9ox10? | 5,6x107 | 5,0x10* | 1.7x10* | 2,1x10°
9,8x10* | 1,1x10° | 7,1x10* | 4.1x10° | 5,1x10°

Abril 1,6x107 | 1,6x107 |1,6x107 |1,6x107 |1,6x10’ a a a a a
3,0x107 | 8,8x10° | 8,2x10° | 1.1x107 | 7,7x10°
3,0x10° | 2,3x10* | 3,5x10* | 4.1x10° | 5,8x10*

Junho 1,6x107 | 1,6x107 | 1,6x10" | 2,4x10° | 2,4x10° a a a a a
1,5x10* | 7,0x10° | 1,2x10° | 5.0x10° | 5,1x10°
2,0x10° | 1,2x10* | 2,0x10° | 3.1x10° 70.0a
Julho 1,6x107 | 1,6x107 | 1,6x107 | 2,4x10° | 2,4x10° a a a a L7x10*

4,0x10* | 3,2x10° | 8,9x10° | 3.7x10° |
2,4x10° | 2,3x10* | 2,4x10° | 2,3x10° | 2,3x10° | 1,1x10% | 1,4x10° | 4,7x10° 50.0a
Agosto a a a a a a a a 50,0 25)’(103
1,6x107 | 2,4x10° | 1,6x107 | 2,4x10° | 2,4x10° | 4,7x10° | 2,6x10* | 5,1x10* ’
2,3x10° 2.3x10° 2,3x10% | 2,0x10% | 3,6x10°
Outubro 2.4x10° a 2.4x10° a 2.3x10° a a a 0 0
2,4x10° 2.4x10° 1,3x10% | 4,6x10° | 2,7x10*

*UFC/mL = Unidade Formadora de Colonia por mL

**Valores minimos e maximos de cada ponto.

Observa-se que no més de abril, pico do periodo chuvoso, ocorreram as maiores

contagens de Aeromonas sp., com valores oscilando entre um minimo de 9,8 x 10* UFC/mL e
um maximo de 3,0 x 10’ UFC/mL ¢ um NMP de 1,6 x 10’ /100mL. Enquanto que no més de

outubro, o pico do periodo seco, obteve-se os menores indices nas CPP, principalmente nos
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pontos 4 ¢ 5 (S& Viana e Barragem) (Tabela 6). Este declinio pdde ser observado a partir do
més de agosto quando as chuvas diminuem.

E possivel que os elevados indices de Aeromonas sp. no més de abril se deva ao
aumento no fluxo de esgotos domésticos em decorréncia da intensidade das chuvas, que
lixiviam o material e os depositam diretamente nas aguas do estuario. Além disso, a
diminui¢do da temperatura e a dilui¢do das dguas do estuario com a conseqiiente diminuigao
da salinidade (fator limitante para a proliferacdo das Aeromonas) pode ter favorecido o
aumento desta bactéria no estuario nesse referido més (Tabela 7).

Em contrapartida, no més de outubro, quando ocorre uma diminui¢do na intensidade
das chuvas, um aumento na temperatura ¢ um posterior aumento na salinidade, houve uma
diminui¢do acentuada no nimero de Aeromonas sp., principalmente nos pontos mais distantes
das emissdes de esgoto. Constata-se entdo, uma distribuicdo sazonal das Aeromonas no
estuario do Bacanga, em relacdo a intensidade de chuvas e da proximidade com os pontos de
emissao de esgotos domésticos.

Alguns estudos comprovam a ocorréncia de variagdo sazonal das espécies de
Aeromonas sp. em ambientes aquaticos. Seidler et al. (1980) em um estudo com o objetivo de
enumerar ¢ isolar bactérias do género Aeromonas na agua e no sedimento de um rio situado
no Estado de Washington DC, Estados Unidos, observaram que a maior contagem de
Aeromonas ocorreu no periodo em que a temperatura da 4gua era mais elevada. As contagens
maximas obtidas em seu estudo foram de 4,0 x10° UFC/g no sedimento ¢ de 300 UFC/mL na
agua.

Pathak et al. (1988) ao investigarem a distribui¢do sazonal de Aeromonas hydrophila
em rios localizados na India, encontraram valores entre l,lxlO3 e 1,6X104 UFC/mL, nos
meses mais quentes. Kaper et al. (1981) encontraram também contagens maximas de 5,0x10°
UFC/mL em 4guas com temperaturas mais elevadas.

Com relacao as contagens de Aeromonas sp. os maiores valores foram obtidos nos
pontos 1 (Parque Timbira), 2 (Parque dos Nobres) e 3 (Macauba), variando de 40,0 a
1,3 x 10 UFC/mL no decorrer das analises. Isto se deve principalmente & proximidade dos
pontos de langamento de esgotos domésticos, o que contribui com altos niveis de nutrientes,
favorecendo o crescimento de bactérias autoctones, tais como Aeromonas, bem como outros
microrganismos heterotroficos.

As contagens obtidas neste estudo assemelham-se as encontradas por Poffé &
Debeeck (1991) em estudo sobre a enumeracdo de A. hydrophila em aguas de esta¢des de

tratamento de esgotos domésticos e em aguas de superficie que recebiam esgotos. Os autores
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encontraram valores da bactéria que oscilavam de 10* a 10° UFC/mL nas 4guas que recebiam
esgotos, e uma média de 10* UFC/mL em efluentes secundarios.

Da mesma maneira, Pathak et al. (1988) ao investigarem a distribuicdo sazonal de
Aeromonas hydrophila em rios localizados na India, encontraram valores entre 1,1x10° e
1,6x10* UFC/mL, nos meses mais quentes.

A presenga de Aeromonas sp., em diferentes tipos de agua, tem sido relatada por
diferentes autores. Falcdo et al. (1998) estudaram a presenga de Aeromonas sp., Plesiomonas
shigelloides e Vibrio cholerae em agua doce de diferentes fontes em Araraquara, Sdo Paulo,
Brasil, isolaram diferentes espécies de Aeromonas e Vibrio cholerae nao-O1. Observaram
também que, todas as cepas de Aeromonas ¢ Vibrio cholerae ndo-O1 produziam (-hemolises
e algumas cepas de Aeromonas exibiam atividade citotoxica.

Em uma pesquisa realizada por Bernagozzi et al. (1995) na qual estudaram a
prevaléncia de Aeromonas sp. em aguas de superficie de fontes doces, salobras e salgadas
com diferentes niveis de polui¢cdo, constataram que todas as amostras apresentaram numeros
elevados de Aeromonas com predominancia da espécie A. hydrophila.

A ocupacdo populacional ao longo das regides costeiras aumenta os riscos de
contaminagdo dos recursos hidricos por esgotos domésticos e outros agentes poluentes,
incluindo organismos patogénicos, substancias organicas, metais pesados e elementos traco,
possuindo desta forma efeitos diretos ou indiretos sobre os ecossistemas e organismos
aquaticos, propagando doencas através da agua e alimentos contaminados (Torres, 2004).

Atualmente, bactérias autoctones dos ambientes aquaticos, tais como as Aeromonas,
tém sido consideradas como possiveis causadores de doengas de veiculagdo hidrica, incluindo
as gastrenterites e as feridas infecciosas (Islam & Tanaka, 2004).

Vérios fatores ambientais (matéria organica, nutrientes inorganicos, oxigénio
dissolvido, pH, salinidade, temperatura, etc.) agem nos ecossistemas aquaticos, influenciando
ndo somente na quantidade e na composi¢do da microbiota, mas também na morfologia e
fisiologia dos microrganismos: temperatura acima ou abaixo da 6tima, concentragdes de sais
ou valores de pH abaixo ou acima do valor 6timo levando algumas espécies a consideraveis
variagdes no metabolismo, na morfologia e reprodugao (Fiorentini et al., 1998). Os resultados
referentes as medidas dos parametros fisico-quimicos medidos, durante os meses de margo a
outubro de 2004, em amostras de aguas superficiais do estuario do rio Bacanga estdo

dispostos na Tabela 7.
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Tabela 7. Valores dos parametros fisico-quimicos medidos nas aguas de superficie do

estuario do rio Bacanga, no periodo de margo a outubro de 2004.

Parimetros*
Meses de Oxigéni + _
Amostragem | Temperatura | Salinidade Jxigento N-NH, NO;
da sgua (°C) (Yoo) pH Dissolvido . .

0 (mg/L) (nM/L) (nM/L)
Marco "29230,5 18,92 29,2 7,4a8,5 2,68 25,27 2,35a 17,50 0,45a1,31
Abril 28a30 4,1a7.8 6,3a8,2 1,41 a 4,63 27,28 a 81,21 0,07 a 0,85
Junho 29 a 30,5 13,2a19,6 7,6a82 2,05a4,70 | 20,14a 147,07 | 0,07 a0,85
Julho 28,5a30,5 17,3a23,8 6,8a7,5 2,00 24,25 37,07 a 66,21 1,09 a 1,32
Agosto 29,5a31 19,7 a 24,2 7,3a8,6 3,92a5,02 | 39,14a299,57 1,72 23,26
Outubro 28,5a31,5 23,1a274 7,6a8,5 3,17a5,05 3,57a107,85 | 0,34al,34

*N-NH4: Nitrogénio Amoniacal; NO,: Nitrito.

**Valores minimos e maximos em cada més.

Pelo fato do género Aeromonas ser autoctone de ambientes aquaticos, essas bactérias
possuem a capacidade de se adaptar e sobreviver as mudancas ambientais como pH,
temperatura, salinidade e baixa disponibilidade de nutrientes, mas em condi¢cdes adequadas
podem multiplicar-se rapidamente, podendo ser usadas como indicadoras do estado tréfico
das aguas (Isonhood et al., 2002).

Com relagdo a temperatura da agua de superficie do estudrio do rio Bacanga, o que se
constatou ¢ que esse fator nao sofreu variacao significativa, oscilando entre 28°C e 31,5°C
durante os meses de coleta, com a temperatura da dgua acompanhando a variacdo da
temperatura do ar. Os menores valores de temperatura foram registrados nos meses de abril,
correspondente ao pico do periodo chuvoso na regido, enquanto as maiores medidas foram
observadas no més de outubro, correspondente a0 maximo da estiagem. A distribui¢do espago
temporal da temperatura nas aguas superficiais do estuario do rio Bacanga, Ilha de Sao

Luis/MA, 2004, est4 expressa na Figura 15.
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Figura 15. Distribuicdo espago temporal da temperatura medida nas dguas superficiais do

estuario do rio Bacanga, Ilha de Sao Luis/MA.



51

A temperatura exerce influéncia sobre os processos biologicos, quimicos e
bioquimicos que ocorrem na agua, influenciando também no crescimento microbiologico,
uma vez que cada microrganismo cresce melhor numa determinada temperatura (Macédo,
2001).

A capacidade de crescer em temperaturas extremas varia entre as cepas de Aeromonas
¢ parece estar intimamente relacionada a origem das cepas. Mateos et al. (1993) constataram
que cepas isoladas de amostras ambientais produzem mais toxinas a 28°C, enquanto que, as
isoladas de humanos possuem caracteristicas mesofilas e produzem toxinas a 37°C (Tsai et
al., 1997).

O que se observou durante os meses de coleta ¢ que ndo houve variagdes
significativas na temperatura (na maioria das vezes, o minimo no estuario foi de 28°C,
correspondente a temperatura 6tima de crescimento de Aeromonas sp.) portanto, podendo-se
afirmar que este pardmetro tem influéncia significativa no crescimento da bactéria. A variavel
de correlagdo da temperatura com relacdo as contagens de Aeromonas sp. foi de
r=-0,39; p<0,05 (Apéndice A; Tabela A2 e Figura Al).

A distribui¢do espago temporal da salinidade medida nas 4dguas superficiais do estuério
do rio Bacanga esta representada na Figura 16. Este fator salinidade esta sujeito as variagdes
dos parametros ambientais, principalmente no que diz respeito ao aporte fluvial, a
precipitacdo pluviométrica, a evaporagdo e a contribuicdo marinha por parte da Baia de Sao
Marcos. Os menores valores de salinidade (4,1 a 7,8%0) foram registrados no més de abril,
meses de chuva; enquanto que os maiores valores foram obtidos em outubro (23,1 a 27,4%o),
0 maximo de evaporacao (pico do periodo seco).

Os pontos 1 e 2 (correspondentes aos bairros Parque Timbira e Parque dos Nobres),
por estarem mais distantes da barragem, apresentaram os menores valores para a salinidade,
nos meses de abril e junho, quando comparados com os pontos 3,4 e 5 (correspondentes aos
bairros S& Viana, Macauba e a Barragem), que revelaram valores mais elevados nos meses de
agosto e outubro por estarem situados proximos a barragem e serem influenciados pela maré
salina.

De modo geral, as aecromonas ndo toleram salinidades >5% de NaCl, e dependendo
da temperatura, a salinidade pode atuar como um fator limitante na proliferacdo da bactéria
(Knochel, 1990). No entanto, Delamare et al. (2000) ao conduzirem estudo para avaliar o
crescimento de dezesseis cepas de Aeromonas em diferentes concentragdes de cloreto de
sodio, observaram que todas as cepas avaliadas, independente da espécie, cresceram na

presenga de 0,34M (molar) de NaCl, podendo ser consideradas halotolerantes.
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Figura 16. Distribuicdo espago temporal da salinidade medida nas aguas superficiais do

estuario do rio Bacanga, Ilha de Sdo Luis/MA.
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A Figura 17 mostra o comportamento da Aeromonas sp. frente a salinidade medida
nas aguas de superficie do estudrio do rio Bacanga durante os meses de amostragem. Pode-se
constatar uma variagdo no crescimento (NMP/100mL) da bactéria, inversamente proporcional

a salinidade.
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Figura 17. Comportamento das Aeromonas sp. frente a salinidade medida nas &aguas

superficiais do estudrio do rio Bacanga, Sao Luis/MA.

Em estudo realizado por Marcel et al. (2002) com espécies de Aeromonas em um
estuario tropical eutréfico, observou-se que a maior freqiiéncia de isolamento de espécies de
Aeromonas ocorreu na area urbana do estuario (82,53%), durante as estacdes chuvosas
quando a salinidade da agua ficava abaixo de 10%.. A. hydrophila s6 era recuperada durante
essa estacdo. Neste mesmo estudo, a menor freqiiéncia de isolamento foi verificada durante a
estagdo seca, na qual a salinidade era acima de 10%o.

A salinidade apresentou uma correlagdo significativa em relagdo a Aeromonas, com

=—0,16; p<0,05 (Apéndice A; Figura A2).
O pH medido nas dguas superficiais do estuario do rio Bacanga tem sua distribuicdo

espago temporal representada na Figura 18.
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de Sdo Luis/MA.
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Os valores mais elevados (8,5 a 8,6) foram registrados no ponto 5 nos meses de agosto
e outubro, ¢ os menores (6,3 a 7,1) nos pontos 1 € 2 no més de abril, correspondente ao
periodo de aumento na intensidade pluviométrica na regido. Os valores de pH, ao longo dos
pontos variaram de 6,3 a 8,6. O que se observa também, ¢ que nos pontos 3, 4 e 5, foram
registrados valores de pH que variaram de ligeiramente alcalinos a alcalinos (7,2 a 8,6), e isto
¢ atribuido ao fato destes pontos estarem localizados mais proximos a barragem e sofrerem
influéncia marinha, diferentemente dos pontos 1 e 2 (6,3 a 7,9) os quais ndo sofrem essas
interferéncias por estarem mais distantes da mesma.

Deste modo, o pH variou de uma faixa ligeiramente 4cida, devido & contribuicdo
fluvial, até ligeiramente alcalina, em fun¢do da influéncia marinha. A variacdo deste
parametro no estuario ocorreu de modo semelhante a da salinidade, mostrando uma correlacao
positiva e significativa (p = 0,48; p < 0,05) (Apéndice A, Tabela Al).

E importante ressaltar que os resultados apresentados aqui sdo referentes as amostras
de aguas de superficie, onde existe um equilibrio no sistema géas carbonico-bicarbonatos-
carbonatos, entre a 4gua superficial e a atmosfera; conferindo as aguas do estudrio um
apreciavel poder tampdo. Esse parametro pode ser considerado conservativo com valores
baixos na parte fluvial e altos na parte marinha, obedecendo ao modelo teorico de Liss (1976).

As aeromonas toleram bem valores altos de pH, razio por que se usa Agua
Peptonada Alcalina (APA) (pH 8,5-8,8) como um método de enriquecimento.

Khardori & Fainstein (1988) analisando Aeromonas e Plesiomonas como agentes
etiologicos, constataram que as Aeromonas crescem em faixas de pH que variam de 5,5 a 9,0,
entretanto, observaram também que sua tolerancia ao pH parece variar com a temperatura de
incubacao das cepas.

Segundo Palumbo et al. (1985), em uma temperatura de incubagdo de 28°C,
considerada 6tima de crescimento, Aeromonas multiplicam-se bem em meios com pH
variando de 6,5 a 7,2, porém, em pH 5,5 apresentam crescimento retardado.

Portanto, os resultados obtidos para os valores de pH medidos nas aguas de
superficie do rio Bacanga sdo favoraveis ao crescimento das Aeromonas. Este parametro,
também apresentou uma correlacdo significativa negativa com relacdo as contagens de
Aeromonas sp. (r=—0,15; p <0,05)(Apéndice A; Figura A3).

A distribuigdo espaco temporal, do oxigénio dissolvido, medido nas &aguas de
superficie do estudrio do rio Bacanga estd expressa na Figura 19, sendo que os valores
variaram de 1,41 a 5,27 mg/L nos pontos 1 (abril) e 5 (outubro), respectivamente. Os menores

valores foram medidos nos pontos 1, 2 e 3, onde o consumo de oxigénio pelo processo de
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decomposi¢cao da matéria organica ¢ bem mais elevado, principalmente em fungao do esgoto
doméstico e do material organico oriundo de manguezais adjacentes. J& os valores mais
elevados foram observados nos pontos 4 e 5 (S& Viana e Barragem), mais distantes das
emissdo de esgotos e onde, em funcdo da turbuléncia provocada pela acdo da barragem,
ocorre uma maior troca gasosa com a atmosfera juntamente com uma elevada produgao
primaria.

O oxigénio dissolvido ¢ um dos gases mais importantes para o sistema aquatico,
tanto por ser vital aos organismos aerobios no processo de respiragdo, quanto na participacao
de varios processos biogeoquimicos, podendo ser considerado também como um bom
indicador da qualidade ambiental (Chester, 1996).

No caso do rio Bacanga, que recebe diariamente grandes quantidades de esgotos
domésticos, a diminui¢do de oxigénio dissolvido ocorre de maneira expressiva com posterior
produgdo de gas sulfidrico (H,S) que € toxico para os organismos aquaticos.

Além de um importante indicador de poluicdo, as taxas de oxigénio dissolvido
evidenciam também a reducdo de substincias organicas e a intensidade de autodepuracao.
Alteragdes na concentragdo de oxigénio dissolvido podem originar-se de mudangas bruscas na
temperatura da agua, bem como de processos fisico-quimicos, quimicos e bioquimicos
(oxidacao aerobica de substancias organicas) (Marques, 1993).

No sistema Bacanga, os processos de circulacdo e mistura sdo deficientes em funcdo
da barragem do mesmo nome, o que impede o fluxo e refluxo das dguas pela agdo das marés.
Isto impede a renovagdo das aguas e faz com que ocorra um acimulo de matéria organica de
origem natural (manguezal) e antropogénica (esgoto e lixo doméstico); fazendo com que o
consumo de oxigénio seja intenso nos processos de oxidagcdo quimica e biologica da matéria
organica.

O oxigénio dissolvido mostrou uma correlagdo negativa e pouco significativa em
relagdo as contagens de Aeromonas, r =— 0,08; p < 0,05 (Apéndice A; Figura A4).

As medidas do N-amoniacal realizadas nas 4guas de superficie do estudrio do rio
Bacanga estdo expressas na Figura 20. A varia¢do sazonal mostrou um aumento consideravel
a partir do més de abril até junho, nos pontos 1 e 3, nos quais ficam situados os principais

pontos de lancamentos de esgotos domésticos.
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Figura 19. Distribui¢do espago temporal do oxigénio dissolvido medido nas daguas

superficiais do estudrio do rio Bacanga, [lha de Sao Luis/MA.
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Figura 20. Distribuicio espago temporal do N-amoniacal (N-NH;") medido nas 4guas

superficiais do estuario do rio Bacanga, Ilha de Sao Luis/MA.



59

Durante o periodo chuvoso (margo, abril e junho), os valores obtidos foram
relativamente menores, comparados com os dos meses de estiagem, embora possa se observar
uma ligeira elevacdo no més de junho. De modo geral, as maiores influéncias sobre as
concentragdes do ion amodnio foram observadas nos pontos situados proximos aos
langamentos de esgotos (pontos 1, 2 e 3), e menores nos pontos mais distantes (pontos 4 ¢ 5).

No decorrer da pesquisa, o valor minimo obtido para o N-amoniacal ficou em torno
de 2,36uM no ponto 3, no més de marco, sendo que o maximo obtido foi de 147,0uM no
mesmo ponto, no més de junho. Observou-se também que houve uma variagdo temporal, isto
¢, um aumento no decorrer dos meses de coleta.

A presenca de amdnia organica/NH; e amonia inorgénica/NHAfr nos ambientes
aquaticos caracteriza poluicdo recente por esgotos domésticos, enquanto a presenca de
nitrato/NOs” caracteriza uma polui¢do remota, em funcdo do nitrogénio apresentar-se no seu
ultimo estagio. A forma livre de amonia/NHj3 € toxica, porém muito volatil. Sua conversado a
nitrito e depois a nitrato consome oxigénio dissolvido, alterando as condi¢des bioquimicas do
sistema aquatico. A amonia ¢, portanto um bom tragador de polui¢do urbana (Gorgényi et al.,
2005).

Esperava-se que os valores mais altos para o N-amoniacal no estuario do rio Bacanga
fossem encontrados durante os periodos chuvosos e baixos no periodo secos, pois no periodo
chuvoso existe a lixiviacao das areas marginais, maior fluxo de 4gua doce e a contribuicao da
atmosfera pela precipitacdo pluviométrica. Mas, esta hipdtese ndo se confirmou e, valores
mais altos foram obtidos no periodo seco, com exce¢cdo de um ligeiro aumento no més de
junho, correspondente ao final do periodo chuvoso e ao inicio do periodo de estiagem.

Esses valores elevados, no periodo seco, sdo explicados devido ao efeito da
concentracdo de amonia, isto ¢, diminui¢do do escoamento fluvial e, ainda, da contribui¢ao
das aguas intersticiais (processo de difusdo a partir do sedimento).

A amoénia pode ser considerada mais ou menos toxica, dependendo do pH,
temperatura e salinidade, varidveis que influenciam na capacidade de contengdo da “fracao
toxica” no meio. Altas concentragcdes de amodnia podem causar asfixia em peixes (Randall &
Tsui, 2002).

Através dos dados apresentados, o ambiente estuarino estudado (estuario do rio
Bacanga) pode ser caracterizado como sendo um ambiente poluido, evidenciando ainda que, o
principal fornecedor de nitrogénio amoniacal e de outros nutrientes para o sistema estuarino ¢
o esgoto doméstico lancado pelos bairros situados nos arredores do estuario. Os valores

encontrados podem ser considerados fora da faixa esperada para ambientes estuarinos,
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conforme a Resolugdio CONAMA n° 20, de 18 de junho de 1986, que rege que um ambiente
estuarino deve apresentar valores de até 0,4 mg/L NHj;. Entdo segundo essa Resolucdo o
ambiente estuarino em questao pode ser considerado poluido.

Com relagdo a influéncia da amonia na proliferacdo de Aeromonas sp. no estuario do
rio Bacanga, observou-se correlagdes significativas, com r = 0,17; p < 0,05 (Apéndice A;
Figura A5S).

Os valores correspondentes a distribui¢do espaco temporal do nitrito nas aguas de
superficie do estuario do rio Bacanga estdo expressos na Figura 21. Nesse sistema estuarino,
os valores foram, na maioria das vezes, baixos, variando de 0,07uM a 3,86uM, sendo que os
menores foram obtidos nos pontos 4 e 5, os quais sofrem pouca influéncia dos esgotos
domésticos; sendo os valores mais elevados medidos nos pontos 1, 2 e 3, onde a influéncia
antropica (esgoto doméstico) ¢ mais acentuada, variando de 1,05uM a 3,26uM (Figura 21).

A variagdo sazonal no estudrio em relagdo a este parametro foi pouco evidenciada, isto
¢, foram detectados valores baixos tanto no periodo chuvoso, quanto no periodo de estiagem.
Entretanto, houve uma tendéncia de aumento do nitrito a partir do més de julho, em todos os
pontos, com valores oscilando entre de 1,09uM e 3,26uM, e um decréscimo subito no més de
outubro. Os valores baixos de nitrito podem ser explicados em razao do seu consumo por
algumas espécies de fitoplancton e/ou bactérias e pelo processo de redugdo ou oxidagdo; ja, os
valores elevados ocorrem em funcdo da desnitrificacdo (redug@o dos ions nitrato ou oxidacao
do amonio).

O nitrito/NO;" € uma forma transitoria, sendo rapidamente oxidado a nitratos/NOj;",sua
persisténcia indica despejo continuo de matéria organica. Nas aguas naturais, ndo se pode
esperar concentragdes acima de 0,2 mg/L. O ion nitrito pode ser utilizado pelas plantas como
uma fonte de nitrogénio (Panswad & Anan, 1999).

O nitrito ndo apresentou correlagdo significativa com as contagens de Aeromonas no
decorrer dos meses de pesquisa (p = — 0,02; p < 0,05) ndo apresentando, portanto, influéncia
sobre o desenvolvimento da bactéria Aeromonas no ambiente estudado (Apéndice A;

Figura A6).
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Figura 21. Distribuicdo espago temporal do nitrito medido nas aguas superficiais do estuario

do rio Bacanga, Ilha de Sao Luis/MA.
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Mores (1994) comenta que, além da agua, héa relatos de que Aeromonas sp. sao
também, freqiientemente, isoladas de peixes, frutos do mar, vegetais ¢ de alimentos
processados. Segundo a Tabela 8, onde sdo apresentados os resultados das contagens das
UFC/g e o NMP/g de 30 amostras de peixe, esses relatos sdo confirmados.

Na referida tabela todas as amostras apresentaram elevada contaminagdo por
Aeromonas sp. com valores que oscilaram de um minimo de 230 a um maximo de 24.000

para o NMP/g e para o teste de CPP, variagdes entre 3,2 x 10° ¢ 5,8 x 10° UFC/g.

Tabela 8. Resultados referentes ao Numero Mais Provavel (NMP/g) e a contagem padrao em
placas (CPP) em Agar GSP (UFC/g) de Aeromonas em 30 amostras de peixes oriundos do

estuario do rio Bacanga, no periodo de marco a outubro de 2004.

Meses de NMP/g CPP (UFC/g)

amostragem Bagre Prata Tainha Solha | Sardinha | Bagre Prata | Tainha | Solha | Sardinha

Marco 24000 | 24000 | 24000 | 24000 | 24000 | 1.0x10* | 1.2x10* | 1.9x10* |3.1x10*| 2.8x10*

Abril 24000 | 24000 | 24000 | 24000 | 24000 | 2.9x10° | 6.3x10° | 2.0x10* | 2.7x10* | 2.8x10°

Junho 24000 | 24000 | 24000 | 24000 | 24000 | 4.8x10° | 1.5x10° | 1.2x10* | 2.0x10* | 2.3x10°

Julho 24000 | 24000 | 24000 | 24000 | 24000 | 9.8x10° | 3.8x10° | 5.2x10° | 5.7x10* | 3.2x10°

Agosto 230 2400 2400 | 24000 | 2400 | 1.9x10° | 5.8x10° | 4.6x10° | 1.2x10° | 6.1x10°

Outubro 230 24000 | 24000 | 24000 230 4.1x10* | 2.7x10° | 3.6x10° | 1.6x10* | 1.2x10*

UFC/g = Unidade Formadora de Col6nia por grama.

Inumeros relatos sobre o isolamento de Aeromonas sp. em amostras de peixes de
agua doce sdo registrados na literatura cientifica; no Japao (Nishikawa & Kishi, 1988), na
Inglaterra (Fricker & Tompsett, 1989), na Espanha (Paniagua et al.,1990) e na Suica
(Krovacek et al., 1992; Gobat & Jemmi,1993).

O peixe ¢ um dos alimentos protéicos mais susceptiveis a deterioragdo por
microrganismos. Sua carne ¢ considerada altamente perecivel devido as autdlises rapidas
causadas por suas enzimas proteoliticas. Os principais estagios que ocorrem durante a
deterioragdo do pescado sdo: hiperemia e/ou liberagdo do muco, rigor mortis, autélise e
decomposicdo bacteriana. As bactérias presentes na superficie do corpo, nas guelras e no
intestino apds a morte do peixe, migram para o interior dos musculos através das branquias,

pele externa e epitélio da cavidade abdominal (S&, 2004).
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Fazendo parte da microbiota natural da agua de rios, as aeromonas podem
intensificar seu potencial patogénico quando as condigdes fisicas e quimicas do ambiente
estiverem alteradas (Walters & Plumb, 1980). A maioria desses organismos ¢ naturalmente
saprofito, utilizando a matéria organica e mineral do ambiente aqudtico para o seu
crescimento e multiplicacdo. Entretanto, quando surge oportunidade, esses organismos sao
capazes de invadir o ambiente nutricionalmente vantajoso dos tecidos dos peixes e iniciarem
um processo de doengas (Frerichs, 1989).

No decorrer dos seis meses de andlises, foram isoladas cerca de 751 cepas isoladas
das amostras de dgua, das quais 582 (77,5%) foram positivas para Aeromonas; ja das amostras
de pescado foram isoladas 245 cepas, sendo 184 (75,1%) identificadas como Aeromonas
(Tabela 9).

Tabela 9. Dados referentes ao nimero de cepas e ao percentual de positividade para
Aeromonas isoladas a partir de amostras de agua e pescado do estuario do rio Bacanga, Sao

Luis/MA.

(e]
N° de cepas N . (.le cepas N° de cepas de
Amostras . positivas para
isoladas Aeromonas sp.
Aeromonas
Agua 751 582 (77,5%) 60 (10,3%)
Peixe 245 184 (75,1%) 30 (16,3%)

Durante os meses de andlises foram isoladas do pescado cepas das quatro espécies
mais conhecidas do género Aeromonas, A. hydrophila, A. caviae, A. veronii ¢ A. sobria, sendo
que A. caviae foi a mais freqiientemente isolada com cerca de 43,4% do total de 184 cepas
positivas para Aeromonas sp. (Tabela 10). E importante ressaltar que, de uma mesma amostra,
obteve-se o isolamento de duas ou mais espécies.

Nossos resultados concordam com os de Mores (1994), que analisando a presenca de
espécies do género Aeromonas em peixe pintado (Pseudoplatystoma sp.) e alguns fatores de
viruléncia das mesmas, verificou que de um total de 50 amostras analisadas, 38% foram
positivas para A. caviae, a mais predominante, seguida de A. hydrophila com 32% e

A. sobria com 10%.
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Tabela 10. Percentual de espécies de Aeromonas sp. identificadas nas aguas de superficie e

pescado do estudrio do rio Bacanga, Sao Luis/MA.

Percentual de identificaciao (%)
Espécies .

Agua Pescado
Aeromonas caviae 52,7 (307) 43,4 (80)
Aeromonas hydrophila 23,8 (139) 28,2 (52)
Aeromonas veronii 19,5 (114) 26,6 (49)
Aeromonas sobria 3,7 (22) 1,6 (3)
Aeromonas sp. 10,3 (60) 16,3 (30)

Nas investiga¢des de Héanninen et al. (1997) com pescado e agua doce, Aeromonas
foram identificadas em 93% e 100% do total de amostras analisadas, respectivamente.
Segundo esta mesma pesquisa, as espécies com maiores freqiiéncias de isolamentos foram
A. hydrophila, A. caviae e A. veronii respectivamente, conhecidas por serem comumente
associadas a diarréias em humanos.

As espécies de Aeromonas isoladas das amostras de pescado coincidem com as
isoladas das amostras de agua, comprovando que a microbiota apresentada pelo pescado
reflete a qualidade microbioldgica do ambiente em que ele ¢ capturado.

Dentre as espécies de Aeromonas isoladas das amostras de dgua constatou-se que
A. caviae foi identificada em 52,7%, A. hydrophila em 23,8 %, A. veronii em 19,5% ¢
A. sobria 3,7% do total das cepas testadas. No que diz respeito as amostras de pescado, a
espécie de Aeromonas mais comum em sua microbiota foi também A. caviae com 43,4%,
seguida pela A. hydrophila 28,2%, A. veronii com 26,6% e por ultimo, A. sobria com 1,6% do
total de cepas testadas (Tabela 10).

Muito embora a espécie Aeromonas hydrophila seja a mais preocupante em termos
de patogenicidade, ndo se deve esquecer que Aeromonas caviae, isolada de todas as amostras
estudadas, também produz fatores de viruléncia. Gautam et al. (1992) afirmam que a
A. caviae tem menor patogenicidade, mas em algumas areas geograficas tem grande
importancia por estar associada a casos de diarréia.

Uma andlise comparativa entre a incidéncia de Aeromonas sp. nas amostras de agua
e pescado, evidencia elevados niveis de contaminagdo em ambas as amostras, sendo a
contaminagdo presente na agua um pouco superior aquela detectada nas amostras de pescado

(77,5% e 75,1% respectivamente).
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Nossos dados concordam com os obtidos por Fiorentini et al. (1998), que apds
avaliarem a ocorréncia, densidade e patogenicidade de Aeromonas sp. em aguas de dois
estuarios na costa italiana, constataram que A. caviae foi a espécie predominante (46% das
cepas) em ambos os estuarios estudados, seguida pela A. sobria (22%), A. hydrophila (16%) e
A. veronii (12%). Nesta mesma pesquisa, os autores observaram que A. hydrophila ¢
A. caviae foram respectivamente as fenoespécies mais freqiientes nas areas com e sem
sistemas de tratamento de esgoto. Esses dados assemelham-se aos de Araujo et al. (1991) e
Monfort & Baleux (1991), os quais relataram que A. hydrophila ¢ adaptada para aguas nao
poluidas e A. caviae para aguas com elevados niveis de poluigao fecal.

Embora A. caviae seja considerada de pouco significado enteropatogénico por alguns
autores (Watson et al., 1986; Kirov et al., 1986), Namdari & Bottone (1990) afirmam que
A. caviae foi o unico patogeno entérico isolado de fezes de quatorze criangas com diarréia.
Entretanto, quando essas cepas foram submetidas ao teste de adesdo, os autores observaram
respostas positivas, porém sem internalizagdo das bactérias (invasao negativa). Segundo esses
pesquisadores, somente a ocorréncia de adesdo ja poderia servir como mecanismo de
viruléncia para A. caviae assim como ¢ para Escherichia coli.

Grey & Kirov (1993) e Carrelo et al. (1988) sugerem uma associagdo entre a
habilidade de causar diarréia e altos niveis de adesdo. Esses autores observaram que A. sobria
e A. caviae compreendem a maioria (90%) das cepas com capacidade de aderir as células.

Nossos dados descordam dos obtidos por Leitdo & Silveira (1991), que utilizando o
método de plaqueamento direto em Agar Amido-Ampicilina, constataram 77% das amostras
de 4gua e pescado de origem marinha e doce positivas para Aeromonas sp. com maior
freqiiéncia da espécie A. hydrophila. Diferem ainda dos encontrados por Matté et al. (1995),
que ao analisarem 64 amostras de agua de superficie e 24 de sedimento da Represa de
Guarapiranga em Sao Paulo, verificaram que em 76,6% das amostras foram isoladas
A. jandaei, 43,7% A. sobria, 31,2% A. caviae e 14,7% de A. hydrophila.

Todos estes dados permitem inferir que diferentes espécies de Aeromonas sp. podem
estar presentes nos ambientes aquaticos, e que cada ambiente apresenta caracteristicas
distintas que podem influenciar nos resultados.

Portanto, sendo a A. caviae predominante em ambientes poluidos, juntamente com o
fato de ter sido a espécie mais isolada em todas as amostras de agua e pescado analisado,
reforga ainda mais a hipdtese de que a emissao de esgotos domésticos in natura nas aguas do
estuario do rio Bacanga contribui significativamente para a proliferacdo desta e de outras

espécies do género Aeromonas.
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Muito embora nao exista legislagdo para a presenca de Aeromonas em aguas e
alimentos, a alta prevaléncia ambiental dessa bactéria pode ser considerada como um
importante ameaga a saide publica, desde que as infeccdes provocadas por este patdogeno
geralmente acontecem através do contato direto com 4gua e alimentos contaminados (Chopra
& Houston, 1999). Borrel et al. (1998) relataram que muitas Aeromonas patogénicas para o
homem foram predominantes em amostras ambientais, com A. veronii biotipo sobria sendo a
mais comum em lagos e reservatorios (42%) e em agua tratada (25%), e A. caviae foi a mais
comum em agua do mar (26%) e produtos lacteos (36%). A. hydrophila foi a segunda espécie
mais dominante (18%) em aguas ndo tratadas.

Apesar das Aeromonas nao pertencerem a microbiota intestinal normal do homem,
essa bactéria passou a ser considerada como um residente temporario sendo eliminada nas
fezes dos individuos (Chopra & Houston, 1999). Vérios estudos ja foram realizados para
constatar uma possivel relagdo entre o niumero de bactérias indicadoras de poluicdo fecal
(coliformes fecais) e o nimero de Aeromonas isoladas de amostras de aguas. A este respeito,
Neves et al. (1990) realizaram estudo em ambientes aquaticos no Rio de Janeiro e obtiveram
elevadas contagens de Aeromonas simultaneamente as altas contagens de coliformes.

Pettibone (1998), também, relata uma possivel associa¢do entre coliformes fecais e
os niveis de Aeromonas em aguas doces, embora a relacao entre poluicdo fecal e Aeromonas
ndo esteja muito clara.

Os resultados referentes a susceptibilidade a antimicrobianos comerciais, das cepas
de A. hydrophila (5) e A. caviae (5) isoladas de aguas superficiais e pescados, sdo
apresentados na Tabela 11, constatando-se que todas as cepas de Aeromonas testadas
mostraram-se resistentes a ampicilina. Esta alta resisténcia acontece em fun¢ao da producao
de [B-lactamases pelas aeromonas, as quais hidrolisam o anel B-lactimico do antibiotico,

tornando-o inativo (Goii-Urriza et al., 2000).
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Tabela 11. Resultados dos testes de susceptibilidade a antimicrobianos realizados em cepas

de Aeromonas hydrophila e Aeromonas caviae, isoladas de amostras de agua de superficie e

de pescado do estudrio do rio Bacanga, Sdo Luis/MA.

A. hydrophila (halo em mm) A. caviae (halo em mm)
Antimicrobianos

R S I R S I
Ampicilina (AMP) 0 0
Cefalotina (CFL) 21 0
Lincomicina (LIN) 0 0
Oxacilina (OXA) 0 0
Cefotaxima (CTX) 31 32
Gentamicina (GEN) 21 20
Cloranfenicol (CLO) 29 23
Acido pipemidico (PIP) 26 25
Tetraciclina (TET) 29 28
Vancomicina (VAN) 11 13
Eritromicina (ERI) 17 19
Sulfazotrin (SUT) 24 23

R: Resisténcia; S: Sensivel; I: Sensibilidade Intermediaria.

Elevados niveis de resisténcia de A. caviae foram observados quando cepas dessa
espécie foram submetidas a acdo da cefalotina, o que ndo aconteceu para as cepas de
A. hydrophila testadas para o mesmo antimicrobiano. Estas apresentaram halos de inibigdo de

21mm, evidenciando assim um 6timo grau de sensibilidade ao antibidtico (Figura 22).

e

Aeromonas hydrophila
(Antibidticos: CTX, CFL, AMP).

Agromonas cvias
{Antibioticos: CTX, CFL, aMp),

Figura 22. Sensibilidade das cepas de A. hydrophila e A. caviae frente a cefalotina (CFL).
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Bakken et al. (1988) relataram que a resisténcia de Aeromonas sp. a cefalotina pode
estar também associada a producdo de B-lactamase. Esses resultados estdo em conformidade
com os encontrados por Motyl et al. (1985), Gosling (1986) e Borrego
et al. (1991) que também demonstraram resisténcia de cepas de Aeromonas a penicilina e
cefalotina.

Segundo Goiii-Urriza et al. (2000), a maioria das cepas de Aeromonas sp.
recuperadas de amostras de aguas coletadas em pontos proximos a descargas de esgotos em
dois rios europeus (Arga, na Espanha e Garonne, na Franca), foram resistentes a ampicilina
(99%), cefalotina (93%) e cefatoxima (56%).

As cepas testadas também foram altamente resistentes frente a agdo da lincomicina e
da oxalicina.

Todas as cepas testadas foram sensiveis a cefotaxima (Figura 23) e a gentamicina,
(um aminoglicosidio). Esses resultados estdo em conformidade com os obtidos por Mascher et
al. (1988) e com Vila et al. (2002), os quais constataram que 93% das cepas de A. veronii,
100% das A. caviae ¢ 100% da A. hydrophila de origem clinica foram resistentes a e esses

antibioticos.

o

Aeromaonas caviae
{ Antibidticos: CTX, TET, LIN).

Agromonas hydrophila
{Antibidticos: CTX, CFL, AMP]),

Figura 23. Sensibilidade das cepas de A. hydrophila e A. caviae frente a cefotaxima (CTX).

As espécies de Aeromonas sp. testadas mostraram-se bastante sensiveis ao
cloranfenicol , sendo que A. hydrophila apresentou sensibilidade um pouco mais acentuada ao
antimicrobiano em relagdo a cepa de A. caviae.

Nossos resultados concordam com os encontrados por Koehler & Ashdown (1993),

que apds testarem cerca de 22 antibidticos em espécies de Aeromonas isoladas de humanos
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(feridas, fezes e sangue) em Queensland, Australia, detectaram que todas as cepas testadas
foram sensiveis a este antibiotico.

A resisténcia ao cloranfenicol ¢ uma caracteristica extremamente rara em
Aeromonas sp. Contudo, Montoya et al. (1992) relataram um caso de que uma Unica cepa,
isolada de dois sistemas estuarinos no Chile, a qual era altamente resistente ao cloranfenicol
(128 mg/L).

De acordo com um estudo realizado por Schadow (1993) niveis de resisténcia podem
ocorrer em relagdo a este antimicrobiano devido a produgdo de uma enzima, a cloranfenicol
acetiltransferase, cuja sintese ¢ medida por plasmidios. A resisténcia para o cloranfenicol,
eritromicina, tetraciclina, acido nalidixico e a estreptomicina foi observada também entre
cepas de A. hydrophila isoladas de tilapias (Telapia mossambica) na Malasia (Son et al.,
1997).

Todas as cepas testadas (100%) foram sensiveis ao acido pipemidico concordando
com as observagoes feitas por Dupont et al. (1986). Segundo os autores, este antimicrobiano
pode ser aplicado com sucesso no tratamento da “diarréia do viajante”, causada por
Aeromonas sp.

Nossos dados diferem dos encontrados por Goii-urriza et al. (2000) os quais
testaram cepas de Aeromonas mesofilas isoladas de amostras de aguas de rio frente a
diferentes antimicrobianos, e verificaram que 67% das cepas foram resistentes ao 4cido
pipemidico.

Observou-se ainda que 100% das cepas de A. hydrophila e A. caviae foram sensiveis
a tetraciclina, com halos que variaram entre 29mm e 28mm, respectivamente. Em uma
pesquisa realizada por Janda et al. (1994) com cepas isoladas de septicemias na California,
Estados Unidos, foi constatado um percentual de A. hydrophila (98%) sensiveis a tetraciclina,
semelhante ao observado no presente estudo.

Nossos resultados discordam dos encontrados por Miranda & Castillo (1998) que, ao
testarem resisténcia de Aeromonas moveis isoladas de amostras de 4gua doce no Chile frente
a antibidticos e metais pesados observaram que, mesmo em menor nimero, as cepas
demonstraram resisténcia a tetraciclina.

Contudo, a tetraciclina e o trimetropim-sulfametoxazole, tém sido recomendados
como boas escolhas para o tratamento de infec¢des provocadas por Aeromonas em humanos
(Gold & Salit, 1993). Hedges et al. (1985) sugeriram que a resisténcia das cepas de

Aeromonas sp. a tetraciclina pode estar relacionada com a presenga de plasmidios.
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No que diz respeito a vancomicina, as cepas de A. hydrophila ¢ A. caviae
apresentaram sensibilidade intermediaria com halos de inibi¢do de 11 e 13 mm,
respectivamente.

Quando submetidas a acdo do sulfazotrin, as cepas apresentaram alta sensibilidade,
com halos de 24 mm e 23 mm. J4 frente a eritromicina, as cepas de Aeromonas apresentaram
halos de inibi¢do de 17 mm e 19 mm, sendo, portanto resistentes a este antimicrobiano
segundo a tabela de sensibilidade aos discos de antibidticos.

Em conformidade com os nossos resultados Vivekanandhan et al. (2002) ao
avaliarem a resisténcia de Aeromonas isoladas de peixes e camardes coletados em feiras no
sul da India, constataram que cerca de 95% das cepas isoladas eram resistentes a eritromicina,
a neomicina, a novobiocina, a polimixina-B e a rifampicina. Em consideracdo a vancomicina,
de um total de 319 cepas de A. hydrophila testadas, no mesmo estudo, cerca de 83,2% das
cepas eram resistentes. As maiores sensibilidades foram detectadas para o cloranfenicol
(3,7%), gentamicina (7,5%), estreptomicina (8,7%) e para acido nalidixico (16,9%).

A descarga de efluentes domésticos de origem humana e animal em 4guas fluviais,
provavelmente, exerce uma agdo seletiva e bactérias resistentes € comensais sdo capazes de
transferir sua resisténcia para as bactérias autdctones. Conseqiientemente, a microbiota
autoctone de agua doce pode torna-se um reservatorio de genes resistentes a antimicrobianos e
a utilizacdo dessas dguas por humanos e animais pode contribuir para a limitagdo da eficiéncia
dos antimicrobianos (Gofi-Urriza et al., 2000).

Chaudhury et al. (1996) relatam sobre um aumento na incidéncia de cepas de
Aeromonas sp. multi-resistentes isoladas tanto de fontes clinicas quanto ambientais. Existe em
todo o mundo um grande interesse no que diz respeito a alta prevaléncia de bactérias
resistentes a antibioticos e atualmente ja se aceita a idéia de que o principal fator de risco para

0 aumento na resisténcia de bactérias patogénicas € o uso indiscriminado de antibioticos.
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5 CONCLUSOES

O estuario do rio Bacanga encontra-se contaminado com Aeromonas em raziao de
atuar como uma bacia de recepg¢ao de esgotos da cidade, representando assim, um risco para a
saude dos pescadores que trabalham em suas aguas e para o consumidor dos pescados
capturados 14 e que sdo comercializados na cidade de Sao Luis. Este problema ¢ mais sério,
uma vez que cepas da bactéria resistentes a antimicrobianos, usados no combate desses
microrganismos, foram isoladas da dgua e dos peixes capturados no rio. Desta forma, o fato
da presenca dessas bactérias patogénicas e a falta de monitoramento das aguas do rio tornam-

se um problema de satde publica na capital do Estado do Maranhao.
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APENDICE A. Resultados das correlagdes estatisticas.

Tabela A1 Correlagdo entre as concentragdes de Aeromonas sp. € os parametros fisico-

quimicos medidos na 4dguas de superficie do estuario do rio Bacanga, Sao Luis/MA.

Coeficiente de Correlacao (r); p < 0,05

Variaveis Temp. 0O.D. Sal. PH NH," NO;y

0.D. 0,72
Sal. 0,54 0,43
pH 0,67 0,59 0,48
NH," -0,35 -0,42 -0,28 -0,17
NO; 0,11 0,08 0,23 -0,20 0,11

Aeromonas sp. -0,39 -0,08 -0,16 -0,15 0,17 -0,02

Abreviagdes: Temp.= temperatura; O.D. = oxigénio dissolvido; Sal.= salinidade; NH," = N-amoniacal;

NO, ™ = nitrito.
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Figura Al. Correlagdo entre as concentracoes de Aeromonas sp. e¢ as medidas das

temperaturas nas aguas de superficie do estuario do rio Bacanga, Sao Luis/MA, 2004.
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Figura A2. Correlagdo entre as concentragdes de Aeromonas sp. e as medidas das salinidades

nas aguas de superficie do estuario do rio Bacanga, Sao Luis/MA, 2004.
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Figura A3. Correlacdo entre as concentragcdes de Aeromonas sp. ¢ as medidas do pH nas

aguas de superficie do estuario do rio Bacanga, Sao Luis/MA, 2004.
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Figura A4. Correlagdo entre as concentragdes de Aeromonas sp. e as medidas do oxigénio

dissolvido nas 4guas de superficie do estuario do rio Bacanga, Sao Luis/MA, 2004.
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Figura AS. Correlagdo entre as concentragcdes de Aeromonas sp. e as medidas do nitrogénio

amoniacal (N-NH,") nas 4guas de superficie do estuario do rio Bacanga, Sao Luis/MA, 2004.
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Figura A6. Correlacdo entre as concentracdes de Aeromonas sp. e as medidas do nitrito nas

aguas de superficie do estuario do rio Bacanga, Sao Luis/MA, 2004.



