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_Resumo

As barragens sdo fundamentais para a gestdo dos recursos hidricos.
Estas infraestruturas permitem regular os caudais e aproveitar a agua
para diversas atividades como a agricultura, pecuaria, captagdo para
consumo humano e turismo (p.e. praias fluviais e desportos aquaticos).
Neste estudo, foi avaliada a flora bacteriana (plancténica e organizada
em biofilmes) presente em 4 barragens da bacia hidrogréafica do rio Sado.
A caracterizacéo da flora bacteriana presente para além de permitir a ca-
racterizagdo do ecossistema permite inferir sobre potenciais riscos para
a saude humana decorrentes dos diversos usos da agua.

_Abstract

Water dams are crucial for water management. These infrastructures
allow the control of water flows and usage of water for activities such
as agriculture, livestock, for human consumption and tourism (e.g.
beaches and aquatic sports). In this study, the bacterial flora present
in four dams located at the hydrographic basin of Sado river was evalu-
ated (planktonic and organized in biofilms). The characterization of the
bacterial flora allows the characterization of the ecosystem and specu-
late about the potential risks for human health caused by water usage
for different applications.

_Introdugéo

A agua é um bem essencial a vida, contudo pode também
veicular microrganismos patogénicos como por exemplo, 0
agente etiologico da célera (). Como tal, é fundamental asse-
gurar a qualidade, nao s6 da agua para consumo humano,
mas também de aguas recreativas e ornamentais em ambien-
te natural ou humanizado. O controlo de qualidade da &gua
deve ser realizado de acordo com 0 seu uso 0 que se reflete
na legislagdo aplicavel a cada tipo de dgua. No caso da agua
para consumo humano os parametros a analisar estao devi-
damente regulamentados pelo DL152/2017 de 7 de dezembro,
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0 mesmo sucede com aguas recreativas como por exemplo
piscinas (NP4542/ 2017) mas, por exemplo, no caso de aguas
ornamentais nao existem quaisquer normativas embora estas
também possam funcionar como reservatérios de microrga-
nismos potencialmente patogénicos para o Homem.

Em Portugal, a bacia hidrogréfica do rio Sado constituida por
8 barragens (Alvito, Odivelas, Campilhas, Fonte Serne, Monte
da Rocha, Pego do Altar, Roxo e Vale do Galho) apresenta ele-
mentos de elevado valor patrimonial e paisagistico. Os seus
7692 km? de area fazem dela a bacia com maior 4rea inteira-
mente portuguesa (2,

A 4gua armazenada nestas barragens, nomeadamente nas
quatro estudadas neste trabalho (Alvito, Odivelas, Monte da
Rocha e Roxo), é utilizada para diversos fins como captacéo
de agua para abastecimento (publico e industrial), atividades
agricolas como é o caso das barragens de Monte da Rocha
e Roxo (3). A barragem do Alvito é também utilizada para fins
recreativos (desportos nauticos). Pelo exposto, a avaliacdo
periddica da qualidade da agua é importante para salvaguar-
dar o bem-estar da comunidade.

Para além de avaliar a flora planctdnica é também importante
pesquisar a presenca de biofilmes. Os biofilmes s&o comuni-
dades complexas formadas por microrganismos de diferentes
espécies envoltos numa matriz extracelular secretada pelos
mesmos. Os biofilmes sdo uma estratégia de sobrevivéncia
dos microrganismos que lhes permite resistir a diversos fato-
res de stress como exposicao a elementos téxicos e carén-
cias nutricionais. O seu estudo é relevante uma vez que estao
associados a um aumento da resisténcia a antimicrobianos
podendo originar infecbes no Homem de dificil tratamento.
A avaliacdo da presenca de reservatérios ambientais de mi-
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crorganismos potencialmente patogénicos para o Homem
organizados em biofilmes é por isso relevante.

_Objetivos

Este trabalho tem como objetivo caracterizar a populagéo
bacteriana presente em 4 barragens localizadas na bacia hi-
drografica do rio Sado. A eventual identificagao de reserva-
torios de microrganismos potencialmente patogénicos para
0 Homem foi outro objetivo do trabalho.

_Metodologia
Amostragem

Em julho de 2016, foram colhidas amostras de agua superfi-
cial e biofilmes como descrito anteriormente () em 4 barra-
gens da bacia hidrografica do rio Sado: Monte da Rocha
(37°43'40.0"N 8°18'03.9"W, Barragem 1), Roxo (37°56'36.7"N
8°03'56.8"W, Barragem 2), Alvito (38°16'56.0"N 7°54'57.6"W,
Barragem 3) e Odivelas (38°11'06.9"N 8°06'54.9"W, Barra-
gem 4) (figura 1). Doravante as barragens serao representa-
das pelos respetivos numeros. A temperatura e o pH da dgua
foram determinados no local da colheita.

Adicionalmente, foram recolhidas 2 amostras de sedimentos
para estudo de biofilmes. O sedimento foi colocado em para-
formaldeido a 4% em tampéao fosfato (PFA 4%) no local da co-
Iheita.

Caracterizacdo microbioldgica das amostras

Foram filtrados 10 mL de &gua através duma membrana com
poro de 0,45 pum. Os filtros foram transferidos para meio
Drigalski e Muller Hinton 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 utilizando o VITEK?2
como descrito anteriormente (4).

Microscopia eletrdnica de varrimento (SEM)

As amostras foram processadas para SEM como descrito
anteriormente por Bandeira e colegas (%), com pequenas alte-
ragoes. As amostras foram tratadas com tetréxido de 6smio a
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1% em PBS durante 1 hora a temperatura ambiente, desidra-
tadas com solucbes de etanol de concentracdo crescente
(30, 50, 70 e 95%) durante 30 minutos e com uma solugao de
etanol absoluto (3 vezes durante 30 minutos). Os sedimentos
foram transferidos para um suporte com fita de carbono dupla
e colocados num exsicador até ficarem completamente secos.
As amostras foram cobertas com um filme de carbono com
20 mm de espessura (Sputter Coater QISOT ES) e observadas
num microscopio eletronico de varrimento (JSM-7100F JEOL).

_Resultados e discusséo

Este estudo consistiu na identificacao de espécies bacterianas
nas principais barragens pertencentes a bacia hidrografica do
rio Sado. As caracteristicas fisico-quimicas e microbioldgicas
das amostras sdo apresentadas na tabela 1.

Em todos os casos, o pH da agua estava préximo da neutrali-
dade ou era neutro, tendo oscilado entre 6,6 (Barragem 1) e
7,1 (Barragem 3). A temperatura da agua oscilou entre 0s 27°C
(Barragem 1) e 33°C (Barragem 3). Os valores da temperatura
podem ter sido influenciados pela hora a que foi efetuada a
colheita; uma vez que as temperaturas registadas nas colhei-
tas efetuadas no periodo da manhé foram inferiores as que se
registaram no periodo da tarde.

Todas as amostras de agua apresentavam uma elevada carga
microbiana. Embora todas as amostras tenham sido conside-
radas como incontaveis (> 300 Unidades Formadoras de Co-
l6nias (UFC)/10 mL), o numero de UFC nas amostras colhidas
nas barragens 2 e 4 era mais elevado do que nas barragens 1
e 3. Este facto pode estar relacionado com uma maior eutrofi-
zacgdo da agua nas barragens 2 e 4, evidenciado pela presen-
¢a de uma comunidade fitoplanténica muito abundante, como
se pode observar na figura 2.

Independentemente, da carga microbiana presente, em todos
0s casos foram identificadas bactérias potencialmente pato-
génicas para o Homem. Estas bactérias foram isoladas tanto
na forma plancténica (4gua) como na forma séssil organizadas
em biofilmes. Contudo, como se pode observar na tabela 1,
foram identificadas espécies distintas na agua e nos biofilmes.
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Tabela 1: [ Caracterizagéo das amostras.

Caracteristicas

Lol gl colsi fisico-quimicas da agua

Anélise microbiolégica

e Coordenadas Temperatura ( e

Identificacdo aPsS C) pH Agua A Biofilme
Albufeira do Monte da Rocha 37°43'40.0"N 27 6,6 Serratia marcescens Citrobacter braakii
(Barragem 1) 8°18'03.9"W Aeromonas veroni Acinetobacter baumani complex

Aeromonas sobria
Albufeira do Roxo 37°56'36.7"N 28 7,0 Raoultella ornithinolytica Pseudomonas spp
(Barragem 2) 8°03'56.8"W Delftia acidovorans
Pseudomonas putida

Albufeira do Alvito 38°16'56.0"N 33 71 Enterobacter cloacae Aeromonas sobria
(Barragem 3) 7°54'57.6"W
Albufeira de Odivelas 38°11'06.9"N 30 6,8 Klebsiella pneumoniae Proteus vulgaris
(Barragem 4) 8°06'54.9"W Citrobacter freundii Enterobacter cloacae complex

Enterobacter cloacae complex
Acinetobacter baumanni complex
Stenotrophomonas maltophilia
Pseudomonas putida

Figura 1: £ Distribuicdo geogréfica das albufeiras.

Na figura, as barragens estao identificadas por nimeros: 1 - Barragem do Monte da Rocha 2 - Barragem do Roxo
3 - Barragem do Alvito 4 - Barragem de Odivelas
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Figura 2: Micrografia de sedimento colhido na barragem do
Roxo (2).

O sedimento foi observado por microscopia eletronica de varrimento tendo sido identifica-
das espécies de diversos grupos fitoplanténicos. A barra da escala corresponde a 10 pm.

Figura 3: ] Imagem do local onde foi efetuada a colheita na
barragem de Odivelas (4).

Na fotografia ¢ visivel um peixe em estado de decomposig¢ao avancado.

De seguida, tentamos relacionar a flora bacteriana presente

nas amostras das diferentes barragens com outras caracte-
risticas dos ecossistemas nomeadamente com existéncia
de ligacao entre as barragens. Como referido anteriormen-
te, este estudo foi realizado em julho de 2016, menos de um
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més apods a abertura da ligacdo a albufeira da barragem do
Algueva. Esta ligacédo é efetuada pela barragem 3, que por
sua vez, esté ligada & barragem 2 (3),

Ambas as barragens (2 e 3) séo utilizadas para apoio a ativi-
dade agricola e abastecimento, sendo que na barragem 3 é
possivel realizar atividades nauticas e recreativas. A auséncia
de microrganismos indicadores de contaminacdo fecal nas
amostras analisadas foi um aspeto importante em termos de
avaliacao de risco. Contudo, existem alguns microrganismos
identificados em ambas as barragens que s&o potencialmente
patogénicos para o Homem (6,7). A Aeromonas sobria, isola-
da na barragem 2, faz parte da flora intestinal dos peixes e é
responsavel por infecdes gastrointestinais no Homem, em po-
pulagdes imunodeprimidas (8:9). A presenca de bactérias do
género Pseudomonas e Enterobacter nas amostras da barra-
gem 3 e 2, respetivamente, também captou a nossa atengao
porque algumas espécies destes géneros sao responsaveis
por infecdes associadas aos cuidados de saude (10:11),

Na barragem 1 foram identificados microrganismos tipica-
mente associadas a colonizagao/infecdo nos peixes (agua)
e disturbios gastrointestinais no Homem. No biofilme real-
¢amos a presenca de Acinetobacter baumani complex que
apresenta um risco para 0 consumo humano uma vez que €
uma bactéria que esta associada a infecoes na pele e trato
respiratério (8:9). A capacidade de formarem biofilme & tam-
bém um fator que Ihes confere maior resisténcia a fatores de
stress, como por exemplo agentes antimicrobianos. Assim,
a utilizagao desta agua para fins de rega e/ou balnear pode
constituir um problema para a satide uma vez que o contac-
to com os microrganismos presentes na agua pode causar
infecbes quer através da contaminacéo de produtos agrico-
las que séo consumidos sem serem cozinhados (ex: alfaces)
quer através do contacto direto com o Homem (ingestéo e
contacto com a pele e mucosas). Por outro lado, como esta
prevista a ligagédo entre as barragens 1 e 2, tal podera per-
mitir a disseminacdo das bactérias da barragem 1 para a
barragem 2 uma vez que o sentido da corrente seria de Sul
para Norte (caracteristica do rio Sado). Se a premissa se
confirmar, a barragem 2 que é considerada uma barragem
“protegida” apresentando muitas restricdes de uso (pesca,
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banhos, navegacao recreativa), poderia registar um decrésci-
mo na qualidade da 4gua armazenada na albufeira (3.

As amostras (4gua e biofilmes) onde se verificou uma maior
diversidade bacteriana foram as da barragem 4. Este facto
poderd, em parte, estar associado a presenca de peixes
mortos nesta albufeira (figura 3) uma vez que as espécies
bacterianas isoladas, nomeadamente Enterobacter cloacae,
Pseudomonas putida e Stenotrophomonas maltophilia,
estdo associadas a putrefacdo e degradagéo de peixes (12).
A identificacao do coliforme fecal Citrobacter freundii, habi-
tualmente presentes no trato intestinal dos animais, indicia
a contaminacao com matéria fecal recente. A presenca de
Klebsiella pneumoniae e Proteus vulgaris associados a diver-
sas infecbes no Homem desaconselha igualmente o contacto
com esta agua (13:14). A monitorizacéo periddica da qualidade
desta agua seria importante em termos de saude publica, uma
vez que esta area é usada para fins recreativos nomeadamen-
te como praia fluvial.

Seria interessante e benéfico fazer um estudo posterior para
verificar se ocorreu permuta de microrganismos entre as bar-
ragens ligadas entre si. Uma vez que a ligagdo no momento
deste estudo era recente, ndo teria ainda ocorrido uma trans-
feréncia significativa entre 0s varios ecossistemas o que se
traduziu numa grande diversidade microbiolégica entre as
barragens que se encontram ligadas (2 e 3). Se este estudo
fosse efetuado, seria de esperar uma maior homogeneidade
na populacdo bacteriana dos dois corpos de agua.

_Concluséo

Este trabalho contribuiu para aumentar o conhecimento rela-
tivamente aos ecossistemas estudados.

A caracterizacdo da flora microbiana permitiu identificar a
presenca de bactérias potencialmente patogénicas para o
Homem que nédo sao alvo de pesquisa dedicada de acordo
com a legislagdo em vigor em Portugal. A presencga destas
bactérias permite inferir sobre potenciais riscos para a salde
e recomendar uma monitorizagao periddica como forma de
0s minimizar e a inclusdo de pesquisas dedicadas entre 0s
pardmetros de analise como sucede noutros paises (p. e.
pesquisa de Aeromonas nos EUA).
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