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RESUMO: As bactérias sdo microrganismos amplamente distribuidos no ambiente e
desempenham fungdes essenciais para o equilibrio ecolégico; entretanto, algumas espécies
apresentam potencial patogénico e podem representar riscos a saude publica. Entre elas,
destacam-se as espécies pertencentes ao Complexo Burkholderia cepacia (Bcc), bactérias
Gram-negativas reconhecidas pela elevada resisténcia a antimicrobianos, capacidade de
sobrevivéncia em ambientes com baixa disponibilidade de nutrientes e potencial para causar
infeccdes oportunistas, principalmente em individuos imunocomprometidos e pacientes
com fibrose cistica. O presente estudo teve como objetivo detectar e identificar espécies
do género Burkholderia em amostras ambientais provenientes de praias impréprias para
banho do municipio de Sao Luis — Maranhao, cultivadas em meio seletivo para fungos,
correlacionando os achados com aspectos de saude publica e limitagcbes metodologicas
relacionadas a seletividade do meio de cultura utilizado. Trata-se de um estudo de
abordagem quali-quantitativa, de natureza aplicada e carater exploratorio-descritivo,
realizado por meio de pesquisa de campo associada a experimento laboratorial. As coletas
foram realizadas nas praias da Ponta da Areia, Sdo Marcos, Calhau e Olho d’Agua, com
obtencao de amostras de solo e agua residual. Apds processamento microbiolégico, cultivo
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em meio Sabouraud Dextrose Agar suplementado com cloranfenicol e isolamento dos
microrganismos, os isolados foram identificados por espectrometria de massas (MALDI-
TOF MS). Foram identificadas 19 amostras pertencentes ao género Burkholderia, incluindo
espécies do Complexo Burkholderia cepacia, como B. cepacia, B. cenocepacia, B.
vietnamiensis, B. pyrrocinia e B. seminalis, além de Burkholderia gladioli. Os resultados
evidenciaram a relevancia microbiolégica e sanitaria dessas bactérias em ambientes
costeiros contaminados e demonstraram que o meio Sabouraud suplementado com
cloranfenicol ndo apresenta seletividade absoluta para fungos, permitindo o crescimento
de bactérias ambientais resistentes ou tolerantes as condigdes do meio. Os achados
reforcam a importancia do monitoramento microbiolégico ambiental e da avaliagao critica
dos métodos de isolamento empregados em estudos microbioldgicos, visando a protegao
da saude publica e da qualidade ambiental.

PALAVRAS-CHAVE: Contaminagao microbioldgica. Saude publica. Balneabilidade.

INCIDENTAL ISOLATION OF Burkholderia spp. ON A SELECTIVE FUNGAL MEDIUM
(SABOURAUD AGAR SUPPLEMENTED WITH CHLORAMPHENICOL) FROM
COASTAL ENVIRONMENTAL SAMPLES IN SAO LUiS, MARANHAO, BRAZIL

ABSTRACT: Bacteria are microorganisms widely distributed in the environment and play
essential roles in maintaining ecological balance; however, some species have pathogenic
potential and may pose risks to public health. Among them, species belonging to the
Burkholderia cepacia Complex (Bcc) stand out as Gram-negative bacteria recognized for
their high antimicrobial resistance, ability to survive in nutrient-poor environments, and
potential to cause opportunistic infections, particularly in immunocompromised individuals
and patients with cystic fibrosis. The present study aimed to detect and identify species of the
genus Burkholderia in environmental samples collected from beaches unsuitable for bathing
in the municipality of S&o Luis, Maranhao, Brazil, cultivated on a fungal selective medium,
and to correlate the findings with public health aspects and methodological limitations related
to the selectivity of the culture medium used. This was a qualitative-quantitative, applied,
exploratory-descriptive study conducted through field research associated with laboratory
experimentation. Samples were collected from Ponta da Areia, Sdo Marcos, Calhau, and
Olho d’Agua beaches, including soil and wastewater samples. Following microbiological
processing, cultivation on Sabouraud Dextrose Agar supplemented with chloramphenicol,
and isolation procedures, the microorganisms were identified by matrix-assisted laser
desorption/ionization time-of-flight mass spectrometry (MALDI-TOF MS). Atotal of 19 isolates
belonging to the genus Burkholderia were identified, including species of the Burkholderia
cepacia Complex, such as B. cepacia, B. cenocepacia, B. vietnamiensis, B. pyrrocinia, and
B. seminalis, as well as Burkholderia gladioli. The results highlighted the microbiological
and sanitary relevance of these bacteria in contaminated coastal environments and
demonstrated that Sabouraud medium supplemented with chloramphenicol does not exhibit
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absolute selectivity for fungi, allowing the growth of environmental bacteria resistant or
tolerant to the conditions imposed by the medium. These findings reinforce the importance
of environmental microbiological monitoring and the critical evaluation of isolation methods
employed in microbiological studies, aiming to protect public health and environmental
quality.

KEYWORDS: Microbiological contamination. Public health. Bathing water quality.

INTRODUCAO

Os ambientes costeiros submetidos a influéncia de atividades antropicas constituem
importantes reservatorios de microrganismos de interesse ambiental e sanitario. A elevada
carga organica presente em areas improprias para banho favorece o desenvolvimento
de uma microbiota diversificada, incluindo fungos, leveduras e bactérias potencialmente
patogénicas. Nesse contexto, estudos microbiolégicos realizados nesses ambientes sao
fundamentais para compreender a dindmica microbiana e os possiveis riscos a saude
publica (Oliveira; Reygaert, 2023).

O isolamento microbiolégico em estudos ambientais depende diretamente das
caracteristicas dos meios de cultura utilizados, os quais podem favorecer seletivamente
determinados grupos de microrganismos (Bharadwaj et al., 2022). O meio Sabouraud
Dextrose Agar (SDA) é amplamente empregado para o cultivo de fungos e leveduras, sendo
formulado com elevada concentracao de dextrose e pH acido, em torno de 5,6, condicdes
que favorecem o crescimento fungico e limitam o crescimento bacteriano. Entretanto,
essa seletividade é apenas parcial, uma vez que o pH acido ndo impede completamente
a proliferacao bacteriana, especialmente de microrganismos capazes de tolerar condigdes
adversas (Villanueva et al., 2022).

Embora o SDA seja considerado um meio seletivo para fungos, diversos estudos
demonstram que sua capacidade de inibicdo bacteriana € limitada, permitindo o crescimento
de outros microrganismos em determinadas condi¢gdes (Araujo et al., 2022). Bactérias
ambientais acidotolerantes e espécies dotadas de elevada plasticidade fisiolégica podem se
desenvolver nesse meio, particularmente quando presentes em elevadas concentracdes ou
provenientes de ambientes contaminados. Dessa forma, o0 meio ndo deve ser considerado
absolutamente seletivo, mas preferencial para o crescimento de fungos e leveduras (Santos
et al., 2025).

Com o objetivo de aumentar sua seletividade, o SDA é frequentemente suplementado
com antibidticos, entre eles o cloranfenicol. Esse antimicrobiano atua por meio da inibigao
da sintese proteica bacteriana, apresentando acdo predominantemente bacteriostatica.
Assim, embora reduza o crescimento bacteriano, ndo promove a eliminagdo completa
dos microrganismos presentes na amostra (Nordstrom et al., 2024). Consequentemente,
bactérias que apresentam resisténcia intrinseca ou adquirida ao cloranfenicol podem
sobreviver e proliferar no meio, especialmente em amostras ambientais complexas,
caracterizadas por elevada diversidade microbiana (Pagani et al., 2023).
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Nesse cenario, destacam-se as bactérias pertencentes ao género Burkholderia,
amplamentedistribuidasemambientesaquaticos, solose matériaorganicaemdecomposigao.
Essas bactérias apresentam notavel capacidade adaptativa, sobrevivendo em condi¢des
ambientais adversas, incluindo ambientes com baixa disponibilidade nutricional e presenca
de compostos inibitérios (Ghimire et al., 2022). Além disso, muitas espécies possuem
mecanismos de resisténcia intrinseca a diversos antimicrobianos, caracteristica associada
a presenca de bombas de efluxo, baixa permeabilidade da membrana externa e produgao
de enzimas relacionadas a resisténcia bacteriana (Santana; Jiménez, 2024).

O género Burkholderia compreende espécies de relevancia clinica e ambiental. Dentre
elas, destacam-se os membros do Complexo Burkholderia cepacia (Bcc), frequentemente
associados a infecgdes oportunistas em individuos imunocomprometidos e pacientes
com fibrose cistica, além de Burkholderia gladioli, também reconhecida por seu potencial
patogénico (Silva-Santana et al., 2025). A presenca desses microrganismos em ambientes
costeiros contaminados representa um importante indicador microbiolégico e reforga a
necessidade de monitoramento ambiental continuo.

A deteccdo de bactérias potencialmente patogénicas em meios destinados ao
isolamento de fungos possui importantes implicagdes microbioldgicas e sanitarias. Além
de evidenciar limitagbes metodoldgicas relacionadas a seletividade dos meios de cultura,
esse achado demonstra a diversidade microbiana existente em ambientes costeiros
contaminados e sugere um potencial risco de exposicdo humana a microrganismos
portadores de mecanismos de resisténcia antimicrobiana.

OBJETIVO

Diante disso, o presente estudo teve como objetivo avaliar o crescimento de
bactérias do género Burkholderia spp. em meio Sabouraud Dextrose Agar suplementado
com cloranfenicol, durante o isolamento de leveduras em amostras de solo e agua residual
provenientes de praias impréprias para banho no municipio de Sao Luis, Maranhéo.

METODOLOGIA

Trata-se de um estudo de abordagem quali-quantitativa, de natureza aplicada,
com carater exploratorio-descritivo, conduzido por meio de pesquisa de campo associada
a experimento laboratorial. O estudo tem como objetivo isolar bactérias pertencentes ao
complexo Burkholderia cepacia de praias improprias para banho e correlacionar esses
microrganismos com dados de patogenicidade descritos na literatura, a fim de avaliar seus
potenciais riscos a saude publica.

Os pontos de coleta compreenderam as praias da Ponta da Areia, de Sao Marcos, do
Calhau e do Olho d’Agua, todas localizadas no municipio de S&o Luis - Maranh&o, sendo
classificadas como improprias para banho.
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Procedimentos de Coleta de Amostras Ambientais (Solo e Agua Residual)

As amostras foram coletadas em praias classificadas como improprias para banho
no municipio de Sao Luis, Maranhao, incluindo as praias da Ponta da Areia, Sdo Marcos,
Calhau e Olho d’Agua. Foram obtidas amostras de solo e 4gua residual, totalizando oito
amostras, sendo uma amostra de cada matriz por ponto de coleta. Apds a coleta, as amostras
foram devidamente identificadas, acondicionadas em recipientes estéreis e transportadas
em caixa térmica sob refrigeracao até o laboratério para processamento microbiolégico.

Processamento microbiolégico e isolamento dos microrganismos

No laboratério, as amostras foram homogeneizadas em solugdo tampao PBS
(Phosphate Buffered Saline) e submetidas a diluicdes seriadas para obtengao de suspensoes
adequadas ao cultivo microbioldgico.

Aliquotas das diluicbes foram inoculadas em meio Sabouraud Dextrose Agar
suplementado com cloranfenicol e incubadas a 37 °C por 48 horas. Apds o periodo de
incubacao, foram selecionadas colénias com morfologias distintas para obtencao de culturas
puras por repicagem em novas placas contendo o mesmo meio de cultura.

Os isolados obtidos foram posteriormente submetidos a identificacdo por
espectrometria de massas utilizando a técnica MALDI-TOF MS (Matrix-Assisted Laser
Desorption/lonization — Time of Flight), permitindo a identificagdo dos microrganismos por
comparagao dos espectros proteicos com bancos de dados de referéncia.

Levantamento bibliografico

Foi realizado um levantamento bibliografico sobre o Complexo Burkholderia cepacia
isolado em praias e sua relagdo com a saude publica e ambiental. A busca foi realizada
nas bases de dados PubMed, LILACS, SciELO e Google Académico, utilizando descritores
como “bactérias em praias”, “contaminag¢ao microbioldgica”, “praias improprias para banho”,
“Burkholderia cepacia complex”, “beach water contamination” e “pathogenic bacteria”,
combinados com os operadores booleanos AND e OR.

Como critérios deinclusao, foram selecionados artigos originais publicados nos ultimos
10 anos (2016 a 2026), nos idiomas portugués, inglés e espanhol, disponiveis gratuitamente
na integra e relacionados a presenca, isolamento, identificacdo e patogenicidade de
bactérias em areia, agua residual e ambientes costeiros.

Foram excluidos artigos de revisdo, resumos, teses, dissertagcdes, trabalhos
duplicados, estudos que nao apresentavam relagao direta com o tema, que ndo possuiam

texto completo disponivel e artigos pagos ou com acesso restrito.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Apos o cultivo das amostras provenientes das diluicoes, foram isoladas col6nias com
caracteristicas morfolégicas compativeis com bactérias. Esses isolados foram submetidos
a identificacao por espectrometria de massas (MALDI-TOF) e foram obtidos a identificagcao
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de 19 amostras (Tabela 1).

Tabela 1: Identificagdo das amostras isoladas segundo o score que corresponde ao valor gerado pelo
equipamento de identificagao, refletindo o grau de similaridade entre o perfil da amostra analisada e os

perfis presentes no banco de dados.

Microrganismo identificado Score
Burkholderia cepacia 2,18
Burkholderia cepacia 2,49
Burkholderia cepacia 2,0
Burkholderia cepacia 1,98
Burkholderia cepacia 1,92
Burkholderia cepacia 1,89
Burkholderia cenocepacia 1,7
Burkholderia pyrrocinia 1,75
Burkholderia pyrrocinia 1,77
Burkholderia pyrrocinia 1,8
Burkholderia seminalis 2,14
Burkholderia vietnamiensis 2,03
Burkholderia vietnamiensis 1,91
Burkholderia vietnamiensis 1,93
Burkholderia cepacia 2,43
Burkholderia cepacia 1,86
Burkholderia cepacia 2,15
Burkholderia pyrrocinia 2,09
Burkholderia vietnamiensis 2,06
Burkholderia gladioli 1,98

Fonte: Dados da pesquisa (2026)

O meio Sabouraud Dextrose Agar (SDA) é amplamente utilizado para o isolamento
de fungos e leveduras devido a sua elevada concentracédo de dextrose e ao pH acido, em
torno de 5,6, caracteristicas que favorecem o crescimento fungico e dificultam a proliferagéo
da maioria das bactérias. Entretanto, sua seletividade é considerada parcial, uma vez que o
pH acido atua apenas como fator inibitorio e ndo impede completamente o desenvolvimento
bacteriano. Dessa forma, microrganismos ambientalmente adaptados ou dotados de
mecanismos fisioldgicos de tolerancia podem crescer nesse meio, especialmente quando
provenientes de ambientes altamente contaminados e com elevada carga microbiana
(Murray et al., 2022)

Como demonstrado na Tabela 1, foram identificadas 19 amostras correspondentes
a bactérias do género Burkholderia, distribuidas entre espécies pertencentes ao Complexo
Burkholderia cepacia (Bcc), como Burkholderia cepacia, Burkholderia vietnamiensis,
Burkholderia cenocepacia, Burkholderia pyrrocinia e Burkholderia seminalis, além de
Burkholderia gladioli. Apredominancia de espécies pertencentes ao Bcc reforga a relevancia
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microbioldgica desses isolados, uma vez que esse grupo reune bactérias reconhecidas
pela elevada capacidade de adaptacdo ambiental, resisténcia antimicrobiana e potencial
patogénico.

Um aspecto relevante deste estudo foi a recuperacdo dessas bactérias em meio
Sabouraud Dextrose Agar suplementado com cloranfenicol, meio tradicionalmente utilizado
para o isolamento de fungos. Embora o Sabouraud seja amplamente descrito como seletivo
para fungos devido ao seu pH acido e a suplementagdo com agentes antimicrobianos,
sua seletividade n&o é absoluta. Essas caracteristicas reduzem o crescimento da maioria
das bactérias, mas nao impedem completamente a multiplicacdo de microrganismos
ambientalmente adaptados ou naturalmente resistentes (Gislason et al., 2017). Dessa forma,
o isolamento de espécies de Burkholderia sugere a capacidade desses microrganismos
de persistirem mesmo sob condigdes microbiolégicas consideradas desfavoraveis ao
crescimento bacteriano

Segundo Bazani et al. (2024), as bactérias do Complexo Burkholderia cepacia
apresentam elevada capacidade de sobrevivéncia em ambientes aquaticos e em locais com
baixa disponibilidade de nutrientes, caracteristica que contribui para sua persisténcia em
ambientes costeiros sujeitos a influéncia de esgoto doméstico, matéria organica e drenagem
urbana. Essa elevada adaptabilidade ecolégica pode ter favorecido a recuperagao dessas
espécies mesmo em meio suplementado com cloranfenicol.

A ocorréncia de Burkholderia em meio contendo cloranfenicol também pode ser
explicada pelas caracteristicas intrinsecas de resisténcia apresentadas por esse grupo
bacteriano. De acordo com Zgurskaya et al. (2018), mecanismos como baixa permeabilidade
da membrana externa, sistemas de bombas de efluxo e enzimas capazes de inativar
antimicrobianos contribuem para a elevada resisténcia observada nessas bactérias. Essas
caracteristicas podem reduzir a eficacia de agentes bacteriostaticos, favorecendo sua
sobrevivéncia durante o cultivo microbioldgico.

Entre os principais mecanismos de viruléncia descritos para o Complexo Burkholderia
cepacia, destaca-se a formacao de biofilme. Uruén et al. (2020) descrevem que o biofiime
atua como uma barreira fisica capaz de proteger as bactérias contra antimicrobianos e
contra a resposta imune do hospedeiro. Complementando essa observagao, Zhao, Sun e
Liu (2023) relatam que as células presentes no interior do biofilme apresentam metabolismo
reduzido, diminuindo a eficacia dos antibidticos e favorecendo a persisténcia de infecgoes
cronicas.

Além disso, Ganesh et al. (2020) destacam a capacidade de espécies do Bcc
sobreviverem no interior de macréfagos, mecanismo que favorece infecgdes persistentes e
recorrentes. Essa habilidade demonstra o elevado potencial adaptativo dessas bactérias e
sua capacidade de escapar de mecanismos de defesa do hospedeiro.

Castiglioni, Costa e Alegre (2018) relatam ainda a producéo de enzimas extracelulares,
incluindo proteases e elastases, capazes de promover degradacgao tecidual e contribuir
para a progressao de processos infecciosos. A expressao desses fatores é regulada por
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sistemas de quorum sensing, os quais, segundo Mota et al. (2026), coordenam a formagao
de biofilmes e a expressao de genes relacionados a viruléncia, aumentando a eficiéncia da
colonizacao bacteriana.

Outro fator importante € a presenca do lipopolissacarideo (LPS), componente
estrutural da membrana externa das bactérias Gram-negativas. Segundo Camilo et al.
(2025), o LPS atua como endotoxina e pode desencadear intensas respostas inflamatérias,
contribuindo para o desenvolvimento de septicemia e sepse. Em espécies mais virulentas,
como Burkholderia cenocepacia, Ottu et al. (2022) descrevem a sindrome cepacia, condi¢ao
caracterizada por rapida deterioracdo pulmonar, bacteremia e sepse fulminante.

Dessa forma, a deteccédo de espécies de Burkholderia em amostras provenientes
de praias improprias para banho demonstra nao apenas a presenga de microrganismos
potencialmente oportunistas em ambientes costeiros utilizados para recreagao, mas também
ressalta limitagdes da seletividade microbiolégica do meio Sabouraud suplementado com
cloranfenicol (Edler et al., 2017). Esse achado demonstra que bactérias ambientalmente
adaptadas e resistentes podem ser recuperadas em meios tradicionalmente empregados
para o isolamento de fungos.

Por fim, os resultados reforcam a necessidade de monitoramento microbiolégico
mais abrangente em ambientes costeiros, indo além dos indicadores tradicionais de
balneabilidade, como coliformes fecais e enterococos (Griffith et al., 2016). Além disso, os
achados sugerem a importancia da utilizagao de métodos complementares de identificagcao
microbiolégica, como o MALDI-TOF MS, para evitar interpretacbes equivocadas baseadas
exclusivamente nas caracteristicas fenotipicas observadas durante o cultivo (Tamai et al.,
2023).

CONSIDERAGOES FINAIS

O presente estudo permitiu identificar espécies do género Burkholderia spp. em
amostras de solo e agua residual provenientes de praias impréprias para banho no municipio
de Sao Luis, Maranhdo, com predominancia de espécies pertencentes ao Complexo
Burkholderia cepacia (Bcc), grupo reconhecido por sua ampla distribuicdo ambiental,
resisténcia antimicrobiana e potencial patogénico.A literatura demonstra que essas
bactérias apresentam mecanismos de viruléncia, como formagao de biofilme, resisténcia
intrinseca a antimicrobianos e sobrevivéncia intracelular, caracteristicas que favorecem sua
persisténcia no ambiente e reforcam sua relevancia sanitaria.

Além disso, os resultados evidenciaram que o meio Sabouraud Dextrose Agar
suplementado com cloranfenicol ndo apresenta seletividade absoluta, permitindo o
crescimento de bactérias ambientalmente adaptadas e resistentes. Dessa forma, destaca-
se a importancia da utilizacdo de métodos confirmatérios, como o MALDI-TOF MS, e
do monitoramento microbiolégico ampliado em ambientes costeiros potencialmente
contaminados. Por fim, os achados contribuem para o conhecimento da microbiota de praias
urbanas de Sao Luis e reforcam a necessidade de estudos adicionais sobre a ocorréncia de
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bactérias potencialmente patogénicas em ambientes costeiros.
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