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_Resumo

Os espagos verdes nas grandes cidades tém ganho uma importancia cres-
cente para a qualidade de vida e salude da populacé@o. Os lagos e fontes
ornamentais presentes nestes espacos sdo muito atrativos, mas podem
esconder alguns perigos.

Neste estudo foi avaliada mensalmente durante um ano a flora bacteriana
(plancténica e organizada em biofilmes) presente num lago ornamental de
um parque urbano situado em Lisboa (Portugal).

Foram identificadas bactérias pertencentes a 14 Géneros diferentes, mas
apenas as Aeromonas spp. foram identificadas em todas as colheitas na
4gua e/ou biofilmes sendo consideradas residentes. A suscetibilidade aos
antibidticos e a cloragem foram avaliadas para esta populagédo residente.
Os resultados obtidos permitiram identificar um grupo de bactérias
residentes que nao sdo alvo de pesquisa dedicada de acordo com a
legislacdo em vigor em Portugal. O nivel de eficacia da cloragem na
eliminacédo de biofilmes destes microrganismos sugere a necessidade de
monitorizag¢do e/ou uso de métodos de desinfecao mais eficazes.

_Abstract

Urban parks and other green spaces in large cities have gained increasing
importance for the quality of life and health of inhabitants. The lakes and
ornamental fountains present in these spaces are very attractive, but can
hide some dangers.

In this study, the bacterial flora (planktonic and organized in biofilms)
present in an ornamental lake in an urban park located in Lisbon (Portugal)
was evaluated monthly for a year.

Bacteria from 14 different Genus were identified, but only Aeromonas spp.
were identified in all water collections and/or biofilms being considered as
residents. Susceptibility to antibiotics and chlorination were assessed for
this resident population.

The obtained results allowed the identification of a resident bacterial group
that are not target of dedicated research in accordance with the legislation
in force in Portugal. The level of effectiveness of chlorination in eradicating
biofilms of these microorganisms suggests the need for monitoring and/or
use of more effective disinfection methods.

_Introdugéo

A vida nas grandes cidades e respetivas areas metropolitanas
tem tanto de conveniente como de problematico e
estressante. Uma forma de combater estes fatores negativos,
que tem ganho crescente popularidade, é usufruir do tempo
livre nos parques das cidades, praticando desportos ao
ar livre ou simplesmente interagindo com a natureza. Nos
Ultimos tempos tem-se assistido a uma revitalizagdo das
areas verdes nestes aglomerados urbanos com a recuperagao
de jardins e parques. Estas areas sdo benéficas para a saude
publica e a preservacdo ambiental. Entre os contributos
positivos para a salde publica destaca-se a pratica de
atividade fisica com impacto na condicdo psicoldgica e
interacdes sociais (1),

Na maioria dos parques existem lagos artificiais, fontes
ornamentais ou outros cursos de agua. A agua é essencial
a vida e promove o bem-estar geral. No entanto, pode servir
de reservatorio para agentes infeciosos e quimicos toxicos
constituindo uma ameaca para a salde humana. Por exemplo,
as fontes decorativas tém sido relacionadas com surtos da
doenca do Legionario (2). Nas &guas ornamentais habitam
frequentemente animais como aves e peixes ornamentais
que podem introduzir agentes microbianos potencialmente
patogénicos para 0 Homem como por exemplo as Aeromonas
spp. (3). As Aeromonas spp., ubiquas em diversas massas de
agua, embora sejam maioritariamente associadas a infegoes
em peixes, podem provocar infecdes no Homem que variam
entre desarranjos gastrointestinais, infe¢des do globo ocular e
septicémia que pode ser fatal (4.5,
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A existéncia de multirresisténcia a antimicrobianos em
Aeromonas spp. isoladas de peixes e dgua estd descrita
(6-8). O crescente uso de antibidticos na satde humana,
animal e vegetal associado a capacidade de formacao de
biofilmes pelos microrganismos (%) tem contribuido para
a diminuicdo da sua eficacia representando um grave
problema de satde publica.

No ambiente, os microrganismos persistem preferencial-
mente em biofilmes definidos como comunidades micro-
bianas bem estruturadas constituidas por microrganismos
e pela matriz extracelular por eles secretada (19). A presen-
ca de biofilmes nos sistemas de abastecimento de agua
pode contribuir para diminuir a eficacia dos procedimentos
de desinfecdo, como a cloragem (7). O uso generalizado
deste processo de desinfecdo contribuiu para a sele¢ao de
bactérias resistentes ao cloro, por mecanismos ainda nao
elucidados na totalidade (12:13), podendo representar um
problema para a satde publica (14).

_Objetivos

Este trabalho tem como objetivos: i) caracterizar a populacéo
bacteriana presente num lago ornamental localizado num
parque urbano de Lisboa e ii) avaliar a suscetibilidade dos iso-
lados do Unico grupo bacteriano residente (Aeromonas spp.)
a agentes antimicrobianos.

_Metodologia

Amostragem

As amostras foram recolhidas num lago ornamental da regiao
de Lisboa (Portugal) entre margo de 2016 e fevereiro de 2017
com uma periodicidade mensal. A recolha foi efetuada num
frasco estéril (100 mL) ou com zaragatoas estéreis numa area
de 10 cm? para anélise da dgua ou do biofilme, respetivamen-
te (15). O acondicionamento e transporte da amostra foi efe-
tuado como descrito anteriormente. A temperatura da agua,
pH e concentracdo de cloro foram determinadas no local
como descrito anteriormente (16).

Caracterizagcdo microbioldgica das amostras

As amostras de agua e biofilmes foram processadas como
descrito anteriormente (15). Duma forma resumida, 10 mL de
agua foram filtrados através duma membrana com poro de
0,45 ym. Os filtros foram transferidos para meio Drigalski e
Muller Hinton (MH) agar e incubados a 30°C ou 37°C durante
24 horas. Os biofilmes foram dispersos em 10 mL de PBS e
processados da mesma forma. As bactérias presentes nos
meios de cultura foram identificadas por métodos bioquimi-
COS ou por espectrometria de massa usando o VITEK2 ou o
Vitek-MS Legacy, respetivamente.

Caracterizacdo da populagdo de Aeromonas spp. (identifi-
cacdo e perfil de resisténcia a antibidticos)

Os isolados de Aeromonas spp. foram cultivados durante
18h a 37°C em MH agar. O ADN foi extraido destas cultu-
ras frescas usando o Kit Qiagen DNeasy Blood & Tissue
de acordo com as instru¢des do fabricante. A identifica-
cao de isolados de Aeromonas em nivel de espécie foi
confirmada por sequenciagdo de 16S rRNA como descri-
to anteriormente (16),

A atividade antimicrobiana foi testada utilizando o método
de difusdo em disco conforme descrito pela EUCAST. Re-
sumidamente, uma suspensao bacteriana com uma turva-
cao de 0,5 McFarland foi inoculada em MH agar e testada
com os seguintes antibioticos (Oxoid): ceftazidima (CAZ
10 pg), ciprofloxacina (CIP 5 ug), levofloxacina (LEV 5 ug),
trimetoprima-sulfametoxazol (STX 25 pg), cefoxitina (FOX
30 pg), imipenem (IMP 10 pg), meropenem (MEM 10 ug)
e gentamicina (CN 30 pg). Apds incubacdo a 35 + 1° C du-
rante 18h + 2h procedeu-se a leitura dos halos de inibigao.
Os resultados foram interpretados de acordo com as dire-
trizes do EUCAST para Aeromonas spp. (CAZ, CIP, LEV e
STX) quando disponiveis (7) e de acordo com Skwor e co-
legas para Enterobacteriaceae (FOX, IMP, MEM e CN) (8).
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Avaliagcdo da producédo de biofilmes por Aeromonas spp.

O ensaio foi realizado conforme descrito antes por Nascimen-
to e colegas (16). A producdo de biofilme foi avaliada pelo
método de coloracdo com cristal violeta apés 24h de incuba-
¢ao; sendo as bactérias classificadas quanto a sua capacida-
de de formar biofilme de acordo com o critério estabelecido
por Stepanovic (18) que define as seguintes categorias: fortes
(SBP), moderados (MBP), fracos (WBP) produtores de biofil-
mes e nao produtores de biofilmes (NBP).

Avaliacdo do efeito da cloragem em biofilmes de
Aeromonas spp.

Os isolados de A. veronii classificados como SBP foram se-
lecionados para este ensaio tendo sido usados biofilmes
com 24h. Os biofilmes foram lavados de forma a remover as
bactérias plancténicas e incubados durante 3h a temperatu-
ra ambiente com agitacdo com agua (Controlo) ou mistura
de cloragem. Esta mistura foi preparada adicionando NaOCI
14% & agua de nascente, acidificada até pH 3, tendo o cloro
livre sido doseado por fotometria usando o kit Lovibond®
Water Testing, de acordo com as instrugdes do fabricante. O
volume da solucao de NaOCI foi ajustado de forma a obter
uma concentracdo de cloro livre de aproximadamente 10
mg/L. Decorridas 3h, foi adicionada uma solugéo de aménia
a 24% até se obter um pH neutro. A viabilidade do biofilme
foi avaliada através do ensaio de MTT como descrito por
Nascimento e colegas (16).

_Resultados e discussao

Este estudo comecou com a identificagdo da populagao bac-
terianas e de algumas caracteristicas fisico quimicas da agua
de um lago ornamental de um parque localizado em Lisboa.
Os resultados dos parametros fisico-quimicos séo apresen-
tados na tabela 1. A temperatura da agua variou entre 0s
14°C e 0s 29°C de acordo com as esta¢des do ano. Um pH
ligeiramente alcalino foi constante ao longo do estudo assim
como uma baixa concentragao de cloro que em sete dos doze
meses do estudo foi inferior ao limite de detecdo do método
(0,05 mg/L).

Tabela 1: [ Caracteristicas fisico-quimicas da dgua.

Colheita Temp(:);tura pH (Cr;TLZr/OL)

margo 2016 14,7 7,93 0,16

abril 2016 17,2 8,18 0,10

maio 2016 19,9 8,95 0,05

junho 2016 25,0 8,02

julho 2016 27,0 8,50

agosto 2016 29,0 7,68

setembro 2016 19,6 7,60

outubro 2016 20,0 8,05

novembro 2016 17,0 8,01

dezembro 2016 17,0 8,05

janeiro 2017 17,0 8,14 0,16

fevereiro 2017 14,0 7,91 0,10

(---) valor inferior a 0,05 mg/L

No lago ornamental estudado foram identificados nas amostras
de agua e biofilmes bactérias pertencentes a 14 Géneros
distintos (gréafico 1). A ocorréncia das diferentes bactérias foi
distinta existindo bactérias isoladas exclusivamente na agua
(Enterobacter cloacae complex e Lectercia adecarboxylata)
ou no biofilme (Actinobacter Iwofii, Alcaligenes faecalis spp.
faecalis e Shewanella putrefaciens); contudo, a maioria das
bactérias foram isoladas da &gua e/ou biofiime (Aeromonas,
Bacillus, Escherichia, Klebsiella, Pantoea, Pseudomonas,
Raoutella, Serratia € Shingomonas) simultaneamente ou em
colheitas distintas. Neste grupo destacamos Serratia (S.
fonticola, S. marcescens e S. plymuthica) e Pseudomonas (P.
fluorescens, P. oryzihabitans e P. putida) isoladas em cinco
colheitas; Klebsiella (K. oxytoca e K. pneumoniae) isoladas
em seis colheitas; Escherichia (E. fergusonii e E. coli) isoladas
em nove colheitas e Aeromonas (A. hydrophyla/ caviae, A.
sobria e A. veronii) isoladas em todas as colheitas e como
tal consideradas residentes. A presenca de E. coli (indicador
de contaminacao fecal) e bactérias associadas a infecdes no
Homem como por exemplo Klebsiella spp., Pseudomonas spp.,
Aeromonas spp. alerta para a necessidade de monitorizar as

aguas ornamentais (19:20),
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Gréfico 1: [ Caracterizagéo da populagdo bacteriana de um lago ornamental durante o periodo de um ano.
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No caso da populacéo residente de Aeromonas spp., cons-
tituida por 26 isolados, foi realizado um estudo mais deta-
Ihado. A capacidade de formar biofilme foi avaliada tendo
os isolados sido classificados em: ndo formadores de biofil-
me (NBP), formadores de biofilme fracos (WBP) moderados
(MBP) e fortes (SBP). A maioria dos isolados demonstrou
ser um forte formador de biofilme (SBP- 42, 3%) ou modera-
do formador de biofilme (MBP- 42,3%), com apenas 7,7%
dos isolados a ser classificados como WBP e os restantes
7,7% como NBP (grafico 2). Uma vez que a formacao de
biofilmes é considerada um mecanismo de viruléncia que
confere aos microrganismos a capacidade de resistirem a
fatores de stress, estudamos com mais detalhe os isolados
classificados como SBP.

Gréfico 2: ] Classificagdo dos diferentes isolados de A. veronii
quanto a capacidade de formarem biofilmes.

42,3%
(11/26)

L= SBP __ MBP = WBP @m NBP

Isolado com forte (SBP), moderada (MBP), fraca (WBP) ou sem
(NBP) capacidade para formar biofilme.
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Inicialmente, utilizamos a sequenciacdo parcial do 16S
rBRNA para confirmar a identificacdo por ViteK-MS: A. sobria
(H,0/16/32; H,0/16/47; H,0/16/54; Biof/16/49; Biof/16/50 e
Biof/16/53), A. hydrophila/ caviae (H,0/16/51) e A. veronii
(H,0/16/52 e Biof/16/48). Os resultados obtidos pelos dois
métodos foram concordantes apenas para dois dos nove
isolados uma vez que por sequenciacao parcial do 16S
RNA todos os isolados foram classificados como A. veronii.
Este resultado pode ser explicado pelo fato de A. veronii e
A. sobria serem geneticamente muito proximas sendo difi-
ceis de diferenciar e por o Vitek-MS estar desenhado para
identificagao de microrganismos com interesse clinico e néo
ambientais. Uma vez que o método de sequenciagao parcial
apresenta uma maior especificidade resolvemos adotar a
classificagado por ele gerada, embora estejamos cientes que
nao esta isento de erro. Uma vez que para identificacao fa-
zZemos uma comparagdo com as sequéncias depositadas
em bases de dados publicas identificadas de acordo com
a classificacdo vigente de Aeromonas spp., que variou ao
longo do tempo, tal pode condicionar o resultado final (5).

De seguida avaliamos a suscetibilidades dos diferentes iso-
lados a um painel constituido por oito antibiéticos: duas ce-
falosporinas (ceftazidima- CAZ10, cefoxitina- FOX30), dois
carbapenemos (imipenem-IMP10 e meropenem-MEM10),
duas fluorquinolonas (ciprofloxacina- CIP5 e levofloxacina-
LEV 5), um aminoglicosido (CN30) e sulfometoxazol (STX25).
Todos os isolados de A. veronii apresentam resisténcia a
um ou mais antibidticos (tabela 2): trés isolados (H,0/16/47;
H,0/16/52 e Biof/16/50) sdo resistentes a um antibidtico
(CN30); quatro isolados sédo resistentes a dois antibioticos
sendo que um é resistente a CAZ e LEV (H,0/16/32) e os
restantes trés a IMP10 e CN30 (H,0/16/51; H,0/16/54; Bio-
f/16/53); dois isolados (Biof/16/48 e Biof/16/49) sédo resis-
tentes a trés antibiéticos (IMP10, MEM10 e CN30) sendo
considerados multirresistentes (MDR). Embora a amostra
seja pequena, nao permitindo por isso retirar ilagcdes, todos
os isolados MDR tém origem em biofilmes que estéo asso-
ciados a emergéncia de estirpes microbianas resistentes
aos antimicrobianos. O céalculo do indice de resisténcia mul-

tipla aos antibidticos (MAR,...,) apresentado na tabela 3
revelou que as A. veronii tém origem numa fonte de contami-
nacéo de risco elevado (8). A existéncia de uma consideravel
resisténcia a antibidticos de reserva como os carbapene-
mos (IMP10 e MEM10) é simultaneamente surpreendente e
preocupante (21).

Tabela 2: [ Avaliagéo da suscetibilidade dos isolados de
A. veronnii aos antibiéticos.

ID CAZ10 CIP5 LEVS STX25 FOX30 IMP10 MEM10 CN30
H,0/16/32 R -- R S S S S S
H,0/16/47 S S S S S S S R
H,0/16/51 S S S S S R -- R
H,0/16/52 S S S S S -- -- R
H,0/16/54 S S S S S R -- R
Biof/16/48 - S S S S R R R
Biof/16/49 S S S S S R R R
Biof/16/50 S S S S S S -- R
Biof/16/563 S S S S S R -- R

(R) resistente, (S) sensivel e (--) sensivel, com exposi¢cao aumentada, (CAZ 10) ceftazidima

10 pg, (CIP 5) ciprofloxacina 5 ug, (LEV 5) levofloxacina 5 pg, (STX 25) sulfametoxazole 25 g,
(FOX 30) cefoxitina 30 pg, (IMP10) imipenem 10 pg, (MEM10) meropenem 10 pg,

(CN30) gentamicina 30 pg.

Tabela 3: [ Perfil de resisténcia da populagéo de A. veronnii.

% (N°) de isolados resistentes ao antibiotico®

Bactéria MAR e

CAZ10 LEV5 IMP10 MEM10 CN30

(N° de isolados)

A. veronii

(n=9) 11,1% (1) 11,1% (1) 55,6% (5) 22,2% (2) 88,9% (8) 0,250

@ Na tabela foram incluidos os antibiéticos para os quais foi observada resisténcia:
CAZ10: ceftazidima, 10 pug, FOX30: cefoxitina, 30 pg; IMP10: imipenem, 10pg;
CN30: gentamicina, 30 ug.

 MARindex indice de resisténcia multipla aos antibiéticos (MAR).
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A existéncia de reservatérios ambientais de microrganismos
potencialmente patogénicos para o Homem em espagos
bastante frequentados pela populagdo pode constituir um
risco. Este risco sera ainda mais considerdvel se estes
microrganismos forem resistentes a diversos antibidticos
como neste caso. Uma vez que a cloragem é o método mais
frequentemente utilizado no tratamento de agua resolvemos
testar a sua eficacia na eliminagdo destes microrganismos
quando organizados em biofilmes. Como se pode observar
na gréfico 3, apenas dois dos nove isolados apresentam uma
reducdo superior a 50 % da sua atividade metabdlica quando
expostos durante 3 horas a este tratamento. Estes resultados
suportam o papel de protegdo a agressdes externas

desempenhado pelos biofilmes, uma vez que as formas
planctonicas das mesmas bactérias foram erradicadas
quando submetidas as mesmas condicOes ou mesmo as
concentragdes residuais de cloro permitidas na agua para
consumo humano distribuida pela rede de abastecimento. A
tolerancia de Aeromonas spp. ao cloro foi descrita por outros
autores (22:23) pelo que os resultados aqui apresentados
relativamente a tolerancia dos biofilmes demostram a
necessidade de evitar a formagdo dos mesmos nos sistemas
de abastecimento de agua, a fim de garantir a seguranca da
agua. A elucidagao dos mecanismos a tolerancia ao cloro
pode ser benéfica para o desenvolvimento de alternativas
para os procedimentos de desinfecdo da agua.

Gréfico 3: [ Avaliagdo do efeito da cloragem na viabilidade do biofilme.
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Este trabalho contribuiu para aumentar o conhecimento re-
lativamente ao ecossistema estudado.

A caracterizagé@o da flora microbiana permitiu identificar a
presencga de bactérias potencialmente patogénicas para o
Homem que néo sado alvo de pesquisa dedicada de acordo
com a legislagdo em vigor em Portugal.

Este trabalho mostra que é importante estudar o efeito dos pro-
cessos de desinfecdo de dguas nas populacdes bacterianas.
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