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_Resumo

Os espaços verdes nas grandes cidades têm ganho uma importância cres-

cente para a qual idade de vida e saúde da população. Os lagos e fontes 

ornamentais presentes nestes espaços são muito atrativos, mas podem 

esconder alguns perigos. 

Neste estudo foi aval iada mensalmente durante um ano a f lora bacteriana 

(planctónica e organizada em biofi lmes) presente num lago ornamental de 

um parque urbano situado em Lisboa (Portugal).

Foram identi f icadas bactérias pertencentes a 14 Géneros diferentes, mas 

apenas as Aeromonas spp. foram identi f icadas em todas as colheitas na 

água e/ou biof i lmes sendo consideradas residentes. A suscetibi l idade aos 

antibiót icos e à cloragem foram aval iadas para esta população residente.

Os resultados obtidos permit iram identi f icar um grupo de bactérias 

residentes que não são alvo de pesquisa dedicada de acordo com a 

legislação em vigor em Portugal. O nível de ef icácia da cloragem na 

el iminação de biof i lmes destes microrganismos sugere a necessidade de 

monitorização e/ou uso de métodos de desinfeção mais ef icazes.

      _Abstract

Urban parks and other green spaces in large cit ies have gained increasing 

impor tance for the qual i ty of l i fe 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 bacter ia l f lora (plank tonic and organized in biof i lms) 

present in an ornamental lake in an urban park located in Lisbon (Por tugal) 

was evaluated monthly for a year. 

Bacteria from 14 dif ferent Genus were identi f ied, but only Aeromonas spp. 

were identi f ied in al l water col lections and/or biof i lms being considered as 

residents. Susceptibi l i ty to antibiotics and chlorination were assessed for 

this resident population.

The obtained results al lowed the identif ication of a resident bacterial group 

that are not target of dedicated research in accordance with the legislation 

in force in Portugal. The level of ef fectiveness of chlorination in eradicating 

biof i lms of these microorganisms suggests the need for monitoring and/or 

use of more ef fective disinfection methods.

_Introdução

A vida nas grandes cidades e respetivas áreas metropolitanas 

tem tanto de conveniente como de problemático 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 

últimos tempos tem-se assistido a uma revitalização das 

áreas verdes nestes aglomerados urbanos com a recuperação 

de jardins e parques. Estas áreas são benéficas para a saúde 

pública e a preservação ambiental. Entre os contributos 

positivos para a saúde pública destaca-se a prática de 

atividade física com impacto na condição psicológica e 

interações sociais (1). 

Na maioria dos parques existem lagos artificiais, fontes 

ornamentais ou outros cursos de água. A água é essencial 

à vida e promove o bem-estar geral. No entanto, pode servir 

de reservatório para agentes infeciosos e químicos tóxicos 

constituindo uma ameaça para a saúde humana. Por exemplo, 

as fontes decorativas têm sido relacionadas com surtos da 

doença do Legionário (2). Nas águas ornamentais habitam 

frequentemente animais como aves e peixes ornamentais 

que podem introduzir agentes microbianos potencialmente 

patogénicos para o Homem como por exemplo as Aeromonas 

spp. (3). As Aeromonas spp., ubíquas em diversas massas de 

água, embora sejam maioritariamente associadas a infeções 

em peixes, podem provocar infeções no Homem que variam 

entre desarranjos gastrointestinais, infeções do globo ocular e 

septicémia que pode ser fatal (4,5).

_Saúde Ambiental
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A existência de mult i r resistência a antimicrobianos em 

Aeromonas spp. isoladas de peixes e água está descr i ta 
(6 -8).  O crescente uso de antibióticos na saúde humana, 

animal e vegetal associado à capacidade de formação de 

biof i lmes pelos microrganismos (9) tem contr ibuído para 

a diminuição da sua ef icácia representando um grave 

problema de saúde públ ica.

No ambiente, os microrganismos persistem preferencial-

mente em biof i lmes def inidos como comunidades micro-

bianas bem estruturadas constituídas por microrganismos 

e pela matr iz extracelular por eles secretada (10). A presen-

ça de biof i lmes nos sistemas de abastecimento de água 

pode contr ibuir para diminuir a ef icácia dos procedimentos 

de desinfeção, como a cloragem (11). O uso general izado 

deste processo de desinfeção contr ibuiu para a seleção de 

bactér ias resistentes ao cloro, por mecanismos ainda não 

elucidados na total idade (12,13), podendo representar um 

problema para a saúde públ ica (14). 

_Objetivos

Este trabalho tem como objetivos: i) caracterizar a população 

bacteriana presente num lago ornamental localizado num 

parque urbano de Lisboa e ii) avaliar a suscetibilidade dos iso-

lados do único grupo bacteriano residente (Aeromonas spp.) 

a agentes antimicrobianos.

_Metodologia

Amostragem

As amostras foram recolhidas num lago ornamental da região 

de Lisboa (Portugal) entre março de 2016 e fevereiro de 2017 

com uma periodicidade mensal. A recolha foi efetuada num 

frasco estéril (100 mL) ou com zaragatoas estéreis numa área 

de 10 cm2 para análise da água ou do biofilme, respetivamen-

te (15). O acondicionamento e transporte da amostra foi efe-

tuado como descrito anteriormente. A temperatura da água, 

pH e concentração de cloro foram determinadas no local 

como descrito anteriormente (16).

Caracterização microbiológica das amostras

As amostras de água e biof i lmes foram processadas como 

descrito anteriormente (15). Duma forma resumida, 10 mL de 

água foram f i ltrados através duma membrana com poro de 

0,45 µm. Os f i ltros foram transferidos para meio Drigalski e 

Muller Hinton (MH) agar e incubados a 30°C ou 37°C durante 

24 horas. Os biof i lmes foram dispersos em 10 mL de PBS e 

processados da mesma forma. As bactérias presentes nos 

meios de cultura foram identif icadas por métodos bioquími-

cos ou por espectrometria de massa usando o VITEK2 ou o 

Vitek-MS Legacy, respetivamente.

Caracterização da população de Aeromonas spp. ( identif i-
cação e per fi l de resistência a antibióticos)

Os iso lados de Aeromonas spp. foram cu l t i vados durante 

18h a 37°C em MH agar. O ADN fo i ex tra ído destas cu l tu-

ras f rescas usando o K i t Q iagen DNeasy B lood & T issue 

de acordo com as instruções do fabr icante. A ident i f ica-

ção de iso lados de Aeromonas em n íve l de espéc ie fo i 

conf i rmada por sequenc iação de 16S rRNA como descr i-

to anter iormente (16). 

A ativ idade antimicrobiana foi testada uti l izando o método 

de di fusão em disco conforme descr i to pela EUCAST. Re-

sumidamente, uma suspensão bacter iana com uma turva-

ção de 0,5 McFar land foi inoculada em MH agar e testada 

com os seguintes antib ióticos (Oxoid): cef tazidima (CAZ 

10 µg), c iprof loxacina (CIP 5 µg), levof loxacina (LEV 5 µg), 

tr imetopr ima-sul fametoxazol (STX 25 µg), cefoxit ina (FOX 

30 µg), imipenem (IMP 10 µg), meropenem (MEM 10 µg) 

e gentamicina (CN 30 µg). Após incubação a 35 ± 1° C du-

rante 18h ± 2h procedeu-se à le i tura dos halos de in ibição. 

Os resultados foram interpretados de acordo com as dire-

tr izes do EUCAST para Aeromonas spp. (CAZ, CIP, LEV e 

STX ) quando disponíveis (17) e de acordo com Skwor e co-

legas para Enterobacter iaceae (FOX, IMP, MEM e CN) (8).

artigos breves_   n. 7
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Avaliação da produção de biofilmes por Aeromonas spp.

O ensaio foi realizado conforme descrito antes por Nascimen-

to e colegas (16). A produção de biofilme foi avaliada pelo 

método de coloração com cristal violeta após 24h de incuba-

ção; sendo as bactérias classificadas quanto à 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 não produtores de biofilmes (NBP).

Avaliação do efeito da cloragem em biofilmes de 
Aeromonas spp.

Os isolados de A. veronii classif icados como SBP foram se-

lecionados para este ensaio tendo sido usados biof i lmes 

com 24h. Os biof i lmes foram lavados de forma a remover as 

bactérias planctónicas e incubados durante 3h à temperatu-

ra ambiente com agitação com água (Controlo) ou mistura 

de cloragem. Esta mistura foi preparada adicionando NaOCl 

14% à água de nascente, acidif icada até pH 3, tendo o cloro 

l ivre sido doseado por fotometria usando o kit Lovibond® 

Water Testing, de acordo com as instruções do fabricante. O 

volume da solução de NaOCl foi ajustado de forma a obter 

uma concentração de cloro l ivre de aproximadamente 10 

mg/L. Decorridas 3h, foi adicionada uma solução de amónia 

a 24% até se obter um pH neutro. A viabil idade do biof i lme 

foi avaliada através do ensaio de MTT como descrito por 

Nascimento e colegas (16).

_Resultados e discussão

Este estudo começou com a identif icação da população bac-

terianas e de algumas características físico químicas da água 

de um lago ornamental de um parque localizado em Lisboa. 

Os resultados dos parâmetros físico-químicos são apresen-

tados na tabela 1. A temperatura da água variou entre os 

14°C e os 29°C de acordo com as estações do ano. Um pH 

ligeiramente alcalino foi constante ao longo do estudo assim 

como uma baixa concentração de cloro que em sete dos doze 

meses do estudo foi inferior ao limite de deteção do método 

(0,05 mg/L).

No lago ornamental estudado foram identificados nas amostras 

de água e biofilmes bactérias pertencentes a 14 Géneros 

distintos (gráfico 1). A ocorrência das diferentes bactérias foi 

distinta existindo bactérias isoladas exclusivamente na água 

(Enterobacter cloacae complex e Lectercia adecarboxylata) 

ou no biofilme (Actinobacter lwofii, Alcaligenes faecalis spp. 

faecalis e Shewanella putrefaciens); contudo, a maioria das 

bactérias foram isoladas da água e/ou biofilme (Aeromonas, 

Bacillus, Escherichia, Klebsiella, Pantoea, Pseudomonas, 

Raoutella, Serratia e Shingomonas) simultaneamente ou em 

colheitas distintas. Neste grupo destacamos Serratia (S. 

fontícola, 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 presença de E. coli (indicador 

de contaminação fecal) e bactérias associadas a infeções no 

Homem como por exemplo Klebsiella spp., Pseudomonas spp., 

Aeromonas spp. alerta para a necessidade de monitorizar as 

águas ornamentais (19,20).
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Tabela 1:       Características físico-químicas da água.

(---) valor infer ior a 0,05 mg/L
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No caso da população residente de Aeromonas spp., cons-

tituída por 26 isolados, foi real izado um estudo mais deta-

lhado. A capacidade de formar biof i lme foi aval iada tendo 

os isolados sido classif icados em: não formadores de biof i l-

me (NBP), formadores de biof i lme fracos (WBP) moderados 

(MBP) e for tes (SBP). A maior ia dos isolados demonstrou 

ser um for te formador de biof i lme (SBP- 42, 3%) ou modera-

do formador de biof i lme (MBP- 42,3%), com apenas 7,7% 

dos isolados a ser classif icados como WBP e os restantes 

7,7% como NBP (gráfico 2 ). Uma vez que a formação de 

biof i lmes é considerada um mecanismo de virulência que 

confere aos microrganismos a capacidade de resistirem a 

fatores de stress, estudamos com mais detalhe os isolados 

classif icados como SBP. 

artigos breves_   n. 7

Gráfico 1:       Caracterização da população bacteriana de um lago ornamental durante o período de um ano.

Gráfico 2:       Classificação dos diferentes isolados de A. veronii 
quanto à capacidade de formarem biofilmes.
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Inicialmente, uti l izamos a sequenciação parcial do 16S 

rRNA para conf irmar a identif icação por ViteK-MS: A. sobria 

(H2O/16/32; H2O/16/47; H2O/16/54; Biof/16/49; Biof/16/50 e 

Biof/16/53), A. hydrophila/ caviae (H2O/16/51) e A. veronii 

(H2O/16/52 e Biof/16/48). Os resultados obtidos pelos dois 

métodos foram concordantes apenas para dois dos nove 

isolados uma vez que por sequenciação parcial do 16S 

RNA todos os isolados foram classif icados como A. veronii. 

Este resultado pode ser explicado pelo fato de A. veronii e             

A. sobria serem geneticamente muito próximas sendo dif í-

ceis de diferenciar e por o Vitek-MS estar desenhado para 

identif icação de microrganismos com interesse clínico e não 

ambientais. Uma vez que o método de sequenciação parcial 

apresenta uma maior especif icidade resolvemos adotar a 

classif icação por ele gerada, embora estejamos cientes que 

não está isento de erro. Uma vez que para identif icação fa-

zemos uma comparação com as sequências depositadas 

em bases de dados públicas identif icadas de acordo com 

a classif icação vigente de Aeromonas spp., que variou ao 

longo do tempo, tal pode condicionar o resultado f inal (5).

 De seguida avaliamos a suscetibil idades dos diferentes iso-

lados a um painel constituído por oito antibióticos: duas ce-

falosporinas (cef tazidima- CAZ10, cefoxitina- FOX30), dois 

carbapenemos (imipenem-IMP10 e meropenem-MEM10), 

duas f luorquinolonas (ciprof loxacina- CIP5 e levofloxacina- 

LEV 5), um aminoglicosido (CN30) e sulfometoxazol (STX25). 

Todos os isolados de A. veronii apresentam resistência a 

um ou mais antibióticos (tabela 2): três isolados (H2O/16/47; 

H2O/16/52 e Biof/16/50) são resistentes a um antibiótico 

(CN30); quatro isolados são resistentes a dois antibióticos 

sendo que um é resistente a CAZ e LEV (H2O/16/32) e os 

restantes três a IMP10 e CN30 (H2O/16/51; H2O/16/54; Bio-

f/16/53); dois isolados (Biof/16/48 e Biof/16/49) são resis-

tentes a três antibióticos (IMP10, MEM10 e CN30) sendo 

considerados multirresistentes (MDR). Embora a amostra 

seja pequena, não permitindo por isso retirar i lações, todos 

os isolados MDR têm origem em biof i lmes que estão asso-

ciados à emergência de estirpes microbianas resistentes 

aos antimicrobianos. O cálculo do índice de resistência múl-

tipla aos antibióticos (MARindex) apresentado na tabela 3 

revelou que as A. veronii têm origem numa fonte de contami-

nação de risco elevado (8). A existência de uma considerável 

resistência a antibióticos de reserva como os carbapene-

mos (IMP10 e MEM10) é simultaneamente surpreendente e 

preocupante (21).

43

artigos breves_   n. 7

Tabela 2:       Avaliação da suscetibilidade dos isolados de 
A. veronnii aos antibióticos.
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H 2O/16/32

H 2O/16/47

H 2O/16/51

H 2O/16/52

H 2O/16/54

Biof/16/48

Biof/16/49

Biof/16/50

Biof/16/53

CA Z10 CIP5 LEV5 ST X25 FOX30 IMP10 MEM10 CN30ID

(R) resistente, (S) sensível e (--) sensível, com exposição aumentada, (CAZ 10) ceftazidima 
10 µg, (CIP 5) ciprof loxacina 5 µg, (LEV 5) levof loxacina 5 µg, (STX 25) sulfametoxazole 25 µg, 
(FOX 30) cefoxit ina 30 µg, ( IMP10) imipenem 10 µg, (MEM10) meropenem 10 µg, 
(CN30) gentamicina 30 µg.

a Na tabela foram incluídos os antibiót icos para os quais foi observada resistência: 
CAZ10: ceftazidima, 10 µg, FOX30: cefoxit ina, 30 µg; IMP10: imipenem, 10µg; 
CN30: gentamicina, 30 µg. 
b MARindex índice de resistência múlt ipla aos antibiót icos (MAR).

Tabela 3:       Perfil de resistência da população de A. veronnii.

Bactér ia

(N º de iso lados)
CA Z10 LEV5 IMP10 MEM10 CN30

MAR index
b

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

% (N º ) de iso lados res is tentes ao ant ib iot ico
a
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A existência de reservatórios ambientais de microrganismos 

potencialmente patogénicos para o Homem em espaços 

bastante frequentados pela população pode constituir um 

risco. Este risco será ainda mais considerável se estes 

microrganismos forem resistentes a diversos antibióticos 

como neste caso. Uma vez que a cloragem é o método mais 

frequentemente utilizado no tratamento de água resolvemos 

testar a sua eficácia na eliminação destes microrganismos 

quando organizados em biofilmes. Como se pode observar 

na gráfico 3, apenas dois dos nove isolados apresentam uma 

redução superior a 50 % da sua atividade metabólica quando 

expostos durante 3 horas a este tratamento. Estes resultados 

suportam o papel de proteção a agressões externas 

desempenhado pelos biofilmes, uma vez que as formas 

planctónicas das mesmas bactérias foram erradicadas 

quando submetidas às mesmas condições ou mesmo às 

concentrações residuais de cloro permitidas na água para 

consumo humano distribuída pela rede de abastecimento. A 

tolerância de Aeromonas spp. ao cloro foi descrita por outros 

autores (22,23) pelo que os resultados aqui apresentados 

relativamente à tolerância dos biofilmes demostram a 

necessidade de evitar a formação dos mesmos nos sistemas 

de abastecimento de água, a f im de garantir a segurança da 

água. A elucidação dos mecanismos a tolerância ao cloro 

pode ser benéfica para o desenvolvimento de alternativas 

para os procedimentos de desinfeção da água.

_Conclusão

Este trabalho contr ibuiu para aumentar o conhecimento re-

lativamente ao ecossistema estudado.

 A caracter ização da f lora microbiana permitiu identi f icar a 

presença de bactér ias potencialmente patogénicas para o 

Homem que não são alvo de pesquisa dedicada de acordo 

com a legis lação em vigor em Por tugal.

 Este trabalho mostra que é importante estudar o efeito dos pro-

cessos de desinfeção de águas nas populações bacterianas. 
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Gráfico 3:       Avaliação do efeito da cloragem na viabilidade do biofilme.
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