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RESUMO

Objetivou-se comparar a microbiota bacteriana presente no tecido mole (TM) e liquido
intervalvar (LI) de ostras (Crassostrea rhizophorae) e das aguas do entorno de uma estrutura
de cultivo e de um banco natural estabelecendo os perfis de resisténcia a antimicrobianos
entre os isolados bacterianos. O material foi coletado no estuario do rio Jaguaribe, Fortim-CE,
de outubro de 2010 a marco de 2011. A temperatura, salinidade e pH das amostras de agua
variaram de 27 a 34 °C, 38 a 42, 8,13 a 8,42, respectivamente. Os tamanhos das conchas, peso
do TM, volume do LI, pH do TM e LI variaram de 36,15 a 60,66 mm, 1,24 a 3,30 g, 0,65 a
3,26 mL, 6,11 a 6,64 e de 6,83 a 7,16, respetivamente. Nas contagens das BHC (bactérias
heterotroficas cultivaveis) na agua, LI e TM das ostras cultivadas (OC) e das ostras selvagens
(OS), foram obtidos valores médios em unidades formadoras de coldnias (UFC) de 32 x 10°
UFC/mL, 57 x 10° UFC/mL, 31,5 x 10* UFC/g, 17 x 10° UFC/mL, 31 x 10° UFC/mL e 58,7 x
10° UFC/g, respectivamente. Nas contagens de Vibrio spp. na 4gua, LI e TM das OC e das
0S, os valores médios foram de 33,7 UFC/mL, 113 UFC/mL, 40,5 x 10° UFC/g, 32,7
UFC/mL, 28,3 UFC/mL e 236 UFC/g, respectivamente. Dentre 0s parametros ambientais,
apenas a salinidade apresentou influéncia (r > 0,9 e P = 0,02) sobre as contagens das BHC
presentes nos LI das OC coletadas durante a estacdo chuvosa. Para a populacéo cultivavel de
vibrios, nenhuma correlacéo foi estabelecida com os pardmetros ambientais. Das 118 culturas
de BHC isoladas, 101 cepas foram identificadas e se distribuiram em 14 géneros, sendo
Aeromonas, Vibrio e Bacillus, os mais frequentes. Das 68 cepas de vibrios identificadas, a
maior incidéncia foi de V. ruber (25,0%) e V. coralliilyticus (16,2%). Ampicilina (AMP),
cefepima, cefotaxima, foram o0s antimicrobianos aos quais os isolados apresentaram 0s
maiores percentuais de resisténcia (acima de 60%). Cloranfenicol (CLO) foi a Unica droga
gue teve 100% de resisténcia relacionada a plasmidio entre as cepas de BHC, e para os vibrios
foram: cloranfenicol, florfenicol e gentamicina. A concentragéo inibitoria minima variou de
32 a >128 mcg/mL para a Penicilina G nas BHC Gram-positivas, 16 a >128 mcg/mL de
ampicilina nas BHC Gram-negativas, e de 16 a 128 mcg/mL de ampicilina para Vibrio spp.
Os resultados indicaram a presenca de cepas multirresistentes a antimicrobianos e uma
significativa participagdo de elementos moveis nesses perfis. Além dos conhecidos riscos
microbiologicos relacionados a ingestdo de moluscos in natura, as ostras também podem
desempenhar um importante papel como sitio de disseminagdo de resisténcia a Varios

antimicrobianos tanto de uso na clinica médica humana como veterinaria.



Palavras-chave: bactérias heterotréficas, vibrio, malacocultura, multirresisténcia.



ABSTRACT

The main objective of the following research was to compare the bacterial microbiota present
in the soft tissue (ST) and intravalvular liquid (IL) of oysters (Crassostrea rhizophorae) and
water surroundings from a cultivation structure, as well as from a natural bank, establishing
antimicrobial resistance profiles among bacterial isolates. The material was collected at the rio
Jaguaribe estuary in Fortim-CE, from October 2010 to March 2011. Temperature, salinity and
pH levels from water samples ranged from 27 to 34 °C; 38 to 42, and from 8.13 to 8.42,
respectively. Shell sizes, ST weight, IL volume, ST and IL pH ranged from 36.15 to 60.66
mm; 1.24 to 3.30 g; 0.65 to 3.26 mL; 6.11 to 6.64, and from 6.83 to 7.16, respectively.
Concerning in-water CHB (culturable heterotrophic bacteria) counting, cultured oysters (CO)
and wild oysters (WO) IL and ST, the average values for in colony forming units (CFU) were
of 32 x 10° CFU/mL; 57 x 10° CFU/mL; 31.5 x 10* CFU/g; 17 x 10° CFU/mL; 31 x 10°
CFU/mL, and 58.7 x 10® CFU/g, respectively. Average values for in-water Vibrio spp.
counting, CO and SO of the IL and ST were of 33.7 CFU/mL; 113 CFU/mL; 40.5 x 10°
CFUl/g; 32.7 CFU/mL; 28.3 CFU/ml and 236 CFU/g, respectively. For environmental
parameters, salinity only had influence (r> 0.9 and P = 0.02) on CHB countings in IL and ST
collected during the rainy season. No relation was established between the environmental
parameters and the culturable vibrios population. From the 118 CHB cultures isolated, 101
strains were identified and distributed in 14 genera. Aeromonas, Vibrio, and Bacillus were the
most frequent. From the 68 strains of vibrios identified, the highest incidences were of V.
ruber (25.0%) and V coralliilyticus (16.2%). Ampicillins (AMP), cefepime, cefotaxime were
the antimicrobials to which isolates presented higher resistance rates (above 60%).
Chloramphenicol (CLO) was the only drug 100% related to plasmid resistance among THB
strains. Regarding the vibrios, the antibiotics were the following: chloramphenicol,
florfenicol, and gentamicin. The minimum inhibitory concentration ranged from 32 to > 128
pg/ml for penicillin G in Gram-positive THBs; 16 to > 128 pg/ml ampicillin in Gram-
negative THBs; 16 to 128 pug/mL ampicillin for Vibrio spp. The results indicated the presence
of antimicrobials multidrug-resistant strains and a significant share of mobile elements in
these profiles. Besides the well-known microbiological hazards related to fresh clams’ intake,
oysters may also play an important role as a resistance spreading site to several antimicrobial

with potential use on both human and veterinary medicine.

Keywords: heterotrophic bacteria, vibrio, malacoculture, multidrug resistance.
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1 INTRODUCAO

O aumento do cultivo de moluscos bivalves no Brasil ocorre, principalmente,
devido as condicBes propicias dos ambientes costeiros que satisfazem as necessidades
requeridas para esse tipo de atividade (PEREIRA et al.,, 2007). As ostras da especie
Crassostrea rhizophorae sdo consumidas habitualmente in natura sem nenhuma forma de
coccdo prévia. Consumido dessa forma, esse alimento tem um forte potencial em causar danos
a saude publica (ARCHER; MORETTO, 1994; EDUOK et al., 2010; MORAES et al., 2000;
ODI et al., 2011; PEREIRA et al., 2007; PEREIRA, 2002; PEREIRA; VIANA,
RODRIGUES, 2004, 2007; REYES-VELAZQUEZ et al., 2010).

As espécies de ostras que sdo utilizadas na gastronomia brasileira séo a C. gigas,
C. rhizophorae e C. brasiliana, as Gltimas por sua vez sdo espécies nativas, que se encontram
distribuidas geograficamente pela regido sul do Caribe, Venezuela, Suriname e do Brasil até o
Uruguai (AMARAL, 2010; RIOS, 1994; IGNACIO et al., 2000). No Nordeste brasileiro a C.
rhizophorae é a principal espécie explorada comercialmente (VIEIRA; VASCONCELOS;
CARVALHO, 2007).

Os moluscos bivalves sdo animais que se encontram fixos em substratos, habitam
estuarios de rios e da costa maritima, onde filtram a 4gua para captar alimentos, concentrando
no interior do seu organismo, principalmente em suas branquias e intestino, todas as particulas
e micro-organismos resultantes do filtrado (MORAES et al., 2000; RIOS, 1994). Esse padrédo
alimentar faz com que esses organismos aquaticos sejam utilizados como indicadores
bioldgicos de contaminacéo das aguas de onde sdo extraidos, tanto no aspecto microbioldgico
como no quimico (PEREIRA et al., 2007).

A capacidade filtradora e de bioacumulacdo das ostras faz com que a quantidade
de bactérias em seu intestino seja superior a encontrada na dgua em sua volta, uma vez que
um unico espécime possui a habilidade de filtrar cerca de quatro (4) litros de agua por hora,
(VIEIRA; VASCONCELOS; CARVALHO, 2007).

Dentre a microbiota presente nas ostras, as bactérias heterotroficas sdo as mais
estudadas, a fim de determinar sua diversidade, abundancia ou até mesmo a pesquisa de
espécies patogénicas existente neste grupo. As bactérias heterotroficas possuem um
importante papel ecoldgico, sendo responsaveis pela degradacdo da matéria organica e
ciclagem de nutrientes (ALLEN; EDBERG; REASONER, 2004; ALTERTHUM, 2005). Em
ecossistemas aquaticos atuam principalmente na remocao do nitrogénio (MAZOUNI, 2004;
NUNES, 2009; ZHAO; HE; ZHANG, 2010).
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As bactérias heterotroficas compdem um grupo ecologicamente importante e estdo
distribuidas por todo o mundo, e em alguns trabalhos foi possivel observar sua populagédo em
tecidos de ostras superior a encontrada na dgua circundante, com uma ordem de grandeza de
10° a 10* unidades formadoras de coldnias (UFC) por grama (PUJALTE et al., 1999;
VIEIRA; VASCONCELOS; CARVALHO, 2007).

E de conhecimento, que uma pequena parcela das bactérias heterotrficas é
patogénica ao homem e/ou aos animais, e algumas delas sdo dos seguintes géneros: Vibrio,
Pseudomonas, Bacillus, Serratia, Proteus e Clostridium (CRUZ-ROMERO; KERRY;
KELLY, 2008). No entanto, segundo Michaud et al. (2006) a grande parcela das bactérias
heterotréficas pode atuar em relacbes ecoldgicas de mutualismo e/ou competicdo direta
incluindo espécies patogénicas.

A deteccdo, em ostras, de varias espécies do género Vibrio reconhecidas como
patdégenos humanos ja foi relatada (CHATZIDAKI-LIVANIS et al., 2006; DALSGAARD,
1998; ODI et al., 2011; PEREIRA; VIANA; RODRIGUES, 2007). Em regides com
acentuadas variacdes de temperatura, a maior frequéncia de isolamento desses micro-
organismos costuma ser mais alta no verdo (VIANA; RODRIGUES, 2007).

Pereira (2002), analisando dados das autoridades sanitarias americanas observou a
existéncia de uma relacdo positiva entre a temperatura da agua de ambientes costeiros e 0
nimero de isolados patogénicos em casos de infecgdes humanas. Esta relacdo ¢é
particularmente importante para V. parahaemolyticus e V. vulnificus.

Os patogenos supracitados sdo responsaveis por diversas enfermidades, dentre as
quais, destacam-se as manifestacBes gastrintestinais e extra-intestinais, estas Ultimas
caracterizadas por infeccdo cutanea e otites, especialmente em manipuladores de alimentos,
profissionais do ramo da pesca e mergulhadores (PEREIRA et al., 2007).

Dentre as principais espécies reconhecidas como patogénicas para 0 homem estdo
incluidos: Vibrio cholerae O1, V. cholerae 0139, V. cholerae ndo-O1, V. parahaemolyticus,
V. vulnificus e V. alginolyticus. Particularmente, a espécie V. cholerae sorotipo Ol é
responsavel por epidemias e pandemias de colera registradas desde 1817 e o sorotipo 0139
tem sua ocorréncia nos paises do continente asiatico (EILER; JOHANSSON; BERTILSSON,
2006; PEREIRA et al., 2007).

Tradicionalmente, o consumo de ostras se faz in natura em muitos dos estados
brasileiros, inclusive no Ceara, e € comum a descri¢do de surtos de doencgas transmitidas pelos
alimentos ligados ao consumo de moluscos (CHAO et al., 2009; MCLAUGHLIN et al., 2005;
MORAES et al., 2000; RODRIGUEZ; HARIHARAN; NIMROD, 2011).
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Esta pesquisa se fundamenta na importancia crescente da extracdo e cultivo de
moluscos bivalves impulsionados pela elevagédo do consumo desse tipo de alimento e o risco
potencial para a salde que este representa devido a forma de ingestdo in natura. O
conhecimento da diversidade de bactérias nos tecidos das ostras e sua dindmica de
colonizacdo podem auxiliar na adogdo de medidas preventivas para a seguranga alimentar da

populacéo.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Comparar quantitativa e qualitativamente a microbiota bacteriana presente no
tecido e liquido intervalvar de ostras (Crassostrea rhizophorae) cultivadas e selvagens, como
também das aguas do entorno de uma estrutura de cultivo e um banco natural, e estabelecer os

perfis de resisténcia a antimicrobianos entre os isolados bacterianos.

2.2 Objetivos especificos:

1. Determinar o pH, salinidade e temperatura da agua nos locais de coleta das ostras;

2. Determinar a biometria, o peso total do tecido e o volume total do liquido intervalvar
de espécimes de ostras cultivadas e selvagens do litoral leste do Cearg;

3. Determinar o pH do tecido e liquido intervalvar das ostras coletadas;

4. Determinar as unidades formadoras de colénias (UFC) de bactérias heterotroficas
cultivaveis (BHC) e do género Vibrio nas amostras de agua, tecido e liquido
intervalvar, separadamente;

5. lsolar, purificar estirpes de BHC e do género Vibrio e identifica-las fenotipicamente
utilizando esquemas baseados nas caracteristicas morfotintoriais e bioquimicas;

6. Determinar o perfil de suscetibilidade dos isolados frente a antimicrobianos
(antibiograma);

7. Estabelecer a origem genética da resisténcia entre as cepas com perfil de
multirresisténcia (2 ou mais antibi6ticos de classes diferentes) através da técnica da
“cura”;

8. Determinar a concentracdo inibitoria minima (C1M) para os antimicrobianos aos quais

as estirpes apresentarem resisténcia.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Aquicultura

A aquicultura apresenta um importante papel sécio-econémico para a humanidade,
principalmente devido a possibilidade de ser uma solugdo no combate a fome, pois, além de
ser uma rica fonte em proteina animal (LIBRELATO; LOPES-SHIKIDA, 2005; RODGERS;
FURONES, 2009), o seu crescimento teve uma taxa média anual de 8,3% entre 1970 e 2008.
No mesmo periodo, a populacdo mundial cresceu a uma média de 1,6% ao ano. De 2006 a
2008, a parcela de participacdo da aquicultura na producdo mundial de pescado passou de
34,5% para 36,9% (FAO0, 2010).

Segundo a Food and Agriculture Organization (FAQ), em 2008, a producdo de
pescado mundial foi liderada pelos peixes de agua doce com 28,8 milhdes de toneladas
(54,7%), correspondendo a 40,5 bilhdes de ddlares (41,2%), seguido pelos moluscos com 13,1
milhGes de toneladas. No mesmo ano, a producdo de moluscos foi composta por ostras
(31,8%), améijoas (24,6%), mexilhdes (12,4%) e vieiras (10,7%) (FAO, 2010). A regiao
Asia-Pacifico é responsavel por 89% e 95% da producdo mundial de pescado e ostra,
respectivamente, no entanto, sé a China contribui com 82% da oferta global de ostras (FAO,
2009). Na América Latina, quatro paises (Brasil, Chile, Equador e México) recebem destaque
pela FAO pelo desenvolvimento na aquicultura e producdo crescente de pescados como
salmao, truta, tilapia, camardo e moluscos (FAO, 2010).

No Brasil, de 1996 a 2004, a aquicultura teve um crescimento de 344,2% na
producdo total, e a maricultura cresceu 947,2%, subsidiada pela forte demanda dos cultivos de
ostras e camardes marinhos nas regides Sul e Nordeste, respectivamente. O Nordeste
brasileiro é responsavel por 79,5% dos cultivos de organismos marinhos representados por
camarao (99,99%) e ostra (0,01%); e o Sul por 19% pelo cultivo de mexilhdes e ostras
(OSTRENSKY; BORCHETTI; SOTO, 2008).

Dos 25 (vinte e cinco) principais organismos cultivados no Brasil, a ostra ocupa a
décima posicdo no ranking nacional da producdo aquicola, com a participagdo de 1% (2.682
toneladas). Entre os moluscos, a producdo de ostra ocupa a segunda posicdo com percentual
de 20,5%, sendo desbancada pelo cultivo de mexilhdes (Perna perna), com 79,5%. Ainda sdo
cultivados coquiles e vieiras que somados tem uma participacdo de 0.008%, equivalente a 1
tonelada (OSTRENSKY'; BORCHETTI; SOTO, 2008).
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O cultivo de moluscos foi introduzido no Brasil desde 1960, mas somente a partir
de 1989 que essa atividade passou a representar uma importante alternativa econdémica para a
comunidade caicara. O crescimento da malacocultura é evidenciado nos dados de producéo de
1995 a 2003, onde a producdo passou de 55 toneladas a 2.196 toneladas. O Estado de Santa
Catarina € o principal produtor de ostra, com uma parcela de 93% da producdo brasileira
(FAO, 2004).

Segundo Legat et al. (2009) a exploracdo de ostras nativas (C. rhizophorae e C.
brasiliana) nas regides Norte e Nordeste é necessaria, para que ocorra a despolarizacdo da
malacocultura do Sul e Sudeste brasileiro, que cultivam a C. gigas, uma espécie exdgena que
se adapta melhor ao clima frio, visto que o potencial para a malacocultura na costa norte e
nordeste é enorme para as espécies C. rhizophorae e C. brasiliana (FAO, 2004).

As perspectivas sobre a producdo de ostras no Brasil sdo as melhores, em virtude
da disponibilidade regular de semente de ostra em incubadoras, que viabilizam a atividade
mostrando um crescimento estavel. Este fato pode ser confirmado com os dados de producéo
(FAO, 2004).

3.2 Crassostrea rhizophorae: uma espécie nativa do Brasil

A Crassostrea rhizophorae ou ostra do mangue, como € conhecida entre 0s
marisqueiros € um molusco bivalve pertencente a familia Ostreoidae, da ordem Ostreoida. A
espécie possui duas conchas irregulares e asperas, de coloracdo acinzentada podendo medir de
10 a 12 cm. Habitam ambientes marinhos e estuarinos, sdo bentdnicos e vivem em substratos
rochosos ou raizes aéreas das arvores do mangue, podendo formar agregados submersos
(LAZOSKI, 2011; RIOS, 1994).

A C. rhizophorae € um organismo filtrador, que se alimenta de micro-organismos
presentes na agua e particulas em suspensdo. A especie pode apresentar-se como didica ou
monoica (LENZ; BOEHS, 2011). A dicogamia apresentada pela C. rhizophorae é do tipo
potandria confirmada por alguns autores (POUVREAU et al., 2000; PRIETO; MONTES;
RUIZ, 2008), que relatam a constante atividade gonadal que a ostra possui mudando de sexo
de acordo com a idade, contribuindo para uma alta taxa de reproducéo da espécie.

Por conta da alta reprodutividade realizada durante todo o ano a espécie
Crassostrea rhizophorae é recomendada para cultivo principalmente nas regides onde ela é
nativa (LENZ; BOEHS, 2011).
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A distribuicdo geografica da C. rhizophorae é assunto de muita discussédo e
divergéncia entre os autores, principalmente por conta das variacGes intraespecificas
(AMARAL, 2010) e do elevado grau de plasticidade fenotipica (MELO et al., 2010), em que
a morfologia da concha é de valor limitado para identificacdo e diferenciacdo entre as
espécies que habitam a costa atlantica da América Latina.

Segundo Rios (1994), a C. rhizophorae encontra-se distribuida desde o sul do
Caribe até o Uruguai. Amaral (2010) afirma que a espécie se estende do Caribe até o Rio
Grande do Sul, sendo exclusiva de manguezais. No Brasil, a espécie se perpetua do Estado do
Ceara a Santa Catarina, sendo que no Ceara especificamente em Fortim, a C. rhizophorae foi
a Unica espécie encontrada e confirmada por sequenciamento da subunidade | do citocromo ¢
oxidase (COI) (LAZOSKI, 2011).

A ostra apresenta importancia que ultrapassa os fatores econdémicos e alimentares,
pois o cultivo desses organismos pode desempenhar papéis ecoldgicos fundamentais na
reducdo de carbono atmosférico. Uma das formas é a bomba bioldgica, que sequestra o
carbono da atmosfera para a formacédo de suas conchas, através da precipitacdo biogénica de
carbonatos (CASTRO et al., 2010); outro fator interessante, é que a malacocultura ndo emite
metano, ao contrario da pecuéria que remete 37% de toda emissdo antrépica (FAO, 2010).

O cultivo de ostras (C. rhizophorae) e macroalgas (Gracillaria spp.) associado a
outras espécies (camardo ou peixe), pode qualificar a aquicultura como autossustentavel.
Ostra e algas funcionariam como filtros naturais de particulas em suspenséo e de nutrientes no
canal de drenagem, o que melhoraria a qualidade da 4gua antes de seu retorno para 0s viveiros
e/ou para 0 meio ambiente, além de gerar renda ao aquicultor na comercializagdo dos dois
organismos (OSTRENSKY; BORCHETTI; SOTO, 2008).

3.3 Microbiota natural das ostras

3.3.1 Baterias heterotroéficas cultivaveis (BHC)

As bactérias podem ser divididas de acordo com o seu metabolismo. Essa
classificacdo consiste na capacidade de utilizarem o carbono para a producdo de moléculas
organicas, sendo classificadas de bactérias autotroficas e heterotroficas (PELCZAR JR;
CHAN; KRIEG, 1996).

As bactérias autotroficas captam o atomo de carbono diretamente do gés carbono

(CO,) ou de ions de bicarbonatos a partir do qual sintetizam todos os elementos que
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necessitam, e as heterotréficas utilizam os atomos de carbono das moléculas organicas
presentes no ambiente (ALTERTHUM, 2005; PELCZAR JR; CHAN; KRIEG, 1996).

As bactérias heterotroficas sdo micro-organismos degradadores da matéria
organica disponivel no ambiente, que usam o carbono como principal fonte de energia, sendo
extraido de organismos em decomposicdo. Estes sdo ricos em carboidratos, particularmente
D-glicose, amino&cidos, &cidos monocarboxilicos, lipideos e alcodis. Além desses compostos,
essas bactérias sdo capazes de utilizar até mesmo polimeros tais como o amido e a celulose
(ALTERTHUM, 2005), podendo ser encontradas em diversos habitats desde corpos d’agua,
alimentos, solo, vegetacdo e atmosfera (ALLEN; EDBERG; REASONER, 2004).

Por sua capacidade decompositora, as bactérias heterotroficas possuem um papel
fundamental no ciclo de vida, sendo responsaveis pela reciclagem dos nutrientes. Essa
atividade permite que a matéria organica presente nos organismos mortos seja transformada
em matéria inorganica, como 0s sais minerais, que sdo liberados no ambiente para ser
absorvidos por outros organismos, como as plantas, reiniciando o ciclo ecoldgico. As
bactérias heterotroficas podem ser classificadas como micro-organismos decompositores ou
saprofitos (KARIATSUMARI; SILVA, 2008).

Segundo Reche, Pittol e Fiuza (2010) as BHC podem ser encontradas em abundancia
nos efluentes urbanos e rios que sofreram algum tipo de pressao antropica apresentando altos niveis de
nutrientes na &gua. Por tanto o numero elevado desta populacéo pode ser utilizado como diagndstico
da poluicdo organica ambiental procedente do excesso de matéria organica.

No entanto, Cunha-Santino, Sciessere e Bianchini Janior (2008) destacam a
importancia da participacdo desses micro-organismos no ciclo de nutrientes. Os autores
relatam o papel fundamental das BHC na transformacdo da matéria organica particulada que
ocorre através do seu metabolismo osmotrofico, tanto de ambientes I6ticos quanto Iénticos, e
que tais caracteristicas sdo fundamentais para a dindmica dos ciclos de carbono, de nutrientes
e para o fluxo de energia dos ecossistemas aquaticos.

Concordando com os autores anteriores, Thomaz (1999) enfoca ainda que as
bacterias séo responsaveis pela base da cadeia alimentar juntamente com o fitoplancton, e néo
somente pela mineralizagdo da matéria organica. Por isso, as mesmas tém a funcdo de
incorporar o carbono orgénico dissolvido e transforma-lo em fraces menores. Assim o
carbono que seria perdido da cadeia é reincorporado nas bactérias que, por sua vez, servem de
alimento para protistas.

Em corpos d’agua, o nitrogénio (N) pode estar presente em diferentes formas, por

exemplo, como aménio (NH4"), nitrito (NO;"), nitrato (NO3") e associagdo com compostos
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organicos, sendo que muitas destas formas sdo tdxicas aos organismos. O nitrogénio é um
nutriente essencial para o desenvolvimento bioldgico e um dos principais componentes dos
organismos vivos (NUNES, 2009). Na natureza, algumas bactérias também sdo responsaveis
pela remocdo bioldgica do nitrogénio (N) do ambiente, através de dois processos: nitrificacéo
realizado pelas bactérias autotrdficas; e desnitrificagdo, com envolvimento de grupos
bacterianos heterotréficos. As bactérias desnitrificantes convertem o nitrato (NO3 ) em gas
nitrogénio (N) sob condicdes anoxicas, usando nitrato ao invés de oxigénio como agente de
oxidacdo (NUNES, 2009; ZHU et al., 2009).

3.3.2 Vibrio spp.

O agente etioldgico da cdlera, ou seja, Vibrio cholerae foi a primeira espécie de
Vibrio descoberta em 1854 pelo médico italiano Filippo Pacini (1812-1883) durante a terceira
pandemia, enquanto estudava surtos da doenca em Florenca. Pancini descreveu o0 micro-
organismo como parcialmente curvado semelhante a uma virgula ou uma espiral, movel em
placas com &gar e como agente responsavel pela colera (THOMPSON; LIDA; SWINGS,
2004).

Os vibrios sdo bactérias heterotréficas Gram-negativas, em forma de bastonetes
retos ou curvados, moveis por meio de um flagelo polar, podendo apresentar flagelos laterais
em meios solidos. S&o mesofilos, aerobicos ou anaerdbicos facultativos, e sdo encontrados em
habitats aquéaticos e em associacdo com eucariontes. Eles geralmente sdo capazes de crescer
em &gar marinho e sobre o meio seletivo &gar tiossulfato-citrato-bile-sacarose (TCBS)
(STALEY et al., 2005).

A grande maioria dos vibrios é halofilica, susceptivel ao agente vibriostatico
0/129 (LAMBERT et al., 1998) e positivo para as provas de: fermentacdo de glicose sem
producdo de gas, oxidase e catalase (NOGUEROLA; BLANCH, 2008). Todos utilizam o
carbono como fonte de energia e ainda sdo capazes de produzir enzimas hidroliticas como a
amilase, gelatinase, caseinase, lecitinase, hemolise e DNase (MEJDI et al., 2010).

Estes micro-organismos sdo autdctones de ambientes marinhos, costeiros e
estuarinos, podendo habitar desde a coluna d’agua até organismos ou sedimentos desses
ecossistemas (EFESA, 2010; IGBINOSA; OKOH, 2008; ODI et al., 2011; OKOH, 2008;
PARANJPYE; STROM, 2005; THOMPSON; LIDA; SWINGS, 2004). Entretanto, podem ser
também encontrados em ambientes de agua doce (SHEHANE; SIZEMORE, 2002). Por terem

capacidade de sobreviver e se multiplicar em aguas contaminadas, com elevada salinidade e
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com uma ampla faixa de temperatura e pH, variando de 10 a 30 °C e de 6,5 a 9,0,
respectivamente, possuem uma ampla distribuicdo geografica, sendo encontrados no mundo
inteiro (MURRAY, 2004).

Vibrides sdo abundantes em ambientes marinhos e estuarinos (EFESA, 2010),
porém sdo patdgenos oportunistas e geralmente sdo associados a surtos de infeccoes ligado ao
consumo de alimentos e dgua contaminados por fezes humanas ou esgoto, pescado crus ou
mal cozidos, e em lesBes na pele exposta a ambientes aquaticos e animais marinhos (LEE;
YOUNGER, 2002).

Dentre os diversos habitats existentes, os vibrios podem ser isolados de amostras
de ostras (CHATZIDAKI-LIVANIS et al., 2006), camardes (MENDES et al., 2009),
mexilhGes (PEREIRA, 2002), peixes (TORANZO; MAGARINOS; ROMALDE, 2005),
corais (BEN-HAIM et al., 2003) bem como em plancton, agua (IGBINOSA; OBI; OKOH,
2009) e sedimento (VIEIRA et al., 2010a), sendo muitas vezes classificados como patégenos
oportunistas.

Infeccbes causadas por vibrios, especialmente por V. cholerae, V.
parahaemolyticus ou V. vulnificus sdo ocasionadas pelo consumo de moluscos mal cozidos ou
crus, principalmente as ostras, ou até mesmo exposi¢do a agua contaminada (DALSGAARD,
1998; MORRIS JR, 2003). Essas incidéncias podem ser agravadas no verdo por conta do
comportamento sazonal do género, cuja maioria das espécies é mesofila e aumenta em
namero durante a estacdo (COLWELL, 2006).

Até o momento sdo conhecidas 105 (cento e cinco) espécies de vibrios
pertencentes a familia Vibrionaceae (DSMZ, 2012), destas pelo menos onze (11) espécies (V.
alginolyticus, V. cholerae, V. cincinnatiensis, V. damsela, V. fluvialis, V. furnissii, V. hollisae,
V. metschnikovii, V. mimicus, V. parahaemolyticus e V. vulnificus) sdo patogénicas ao homem
ocasionando enfermidades como gastroenterites, bacteremias, otites, infecgdes em ferimentos
externos e meningites (DALSGAARD, 1998; IGBINOSA; OBI; OKOH, 2009; IGBINOSA,;
OKOH, 2008; MORRIS JR, 2003; MURRAY, 2004).

Contudo, apesar de serem reconhecidos como patdégenos ao homem e animais, 0s
vibrios desempenham uma importante funcdo na ciclagem de nutrientes dos ambientes
aquaticos, assim preservando a maior parte dos nutrientes necessarios para a sustentabilidade
natural desses ecossistemas (THOMPSON; LIDA; SWINGS, 2004).
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3.3.2.1 Principais espécies de Vibrio que ocorrem em aguas costeiras e em bivalves

3.3.2.1.1 Vibrio alginolyticus

Assim como todas as espécies pertencentes a familia Vibrionaceae, V.
alginolyticus é um bastonete Gram-negativo, haldfilo restrito e mesofilo, podendo crescer em
temperatura variando de 4 a 40 °C. Apresenta positividade para os testes de oxidase, catalase,
indol, Voges-Proskauer, nitrato e gelatinase e negatividade para ONPG, luminescéncia e
urease (NOGUEROLA; BLANCH, 2008).

V. alginolyticus pode ocasionar infecgdes nos ouvidos e em feridas abertas, através
do contato com agua contaminada (REYES-VELAZQUEZ et al., 2010). Segundo Lafisca et
al. (2008), V. alginolyticus é capaz de sintetizar trés (3) enzimas (colagenase, elastase e

condroitinase), responsaveis pelo desencadeamento de infec¢bes dermatoldgicas em humanos.

3.3.2.1.2 Vibrio cholerae

V. cholerae é uma bactéria em forma de bastonete curvado Gram-negativo, sendo
movel por meio de um flagelo polar Gnico, anaerébica facultativa. Diferentemente da grande
maioria dos Vibrio spp., que sdo halofilicos restritos, V. cholerae ndo necessita de sal para o
seu desenvolvimento. E a espécie mais estudada da familia Vibrionaceae e é o agente
etioldgico da colera humana (CAMPOS; FERREIRA, 2008).

A colera é transmitida por agua contaminada, e também esta associada ao consumo
de alimentos. Na América, V. cholerae foi transmitido pelo consumo de mariscos e vegetais
crus. A contaminacdo dessas duas fontes de alimentos é decorrente dos langcamentos de
esgotos ndo tratados nos afluentes. Desde 1817, a cllera varreu 0 mundo em sete (7)
pandemias (MADIGAN et al. 2010b). V. cholerae é subdividido em sorogrupos, de acordo
com a reacdo do antigeno somatico presente na bactéria. V. cholerae O1 e 0139 s&o
responsaveis por causar a cOlera do tipo classica, que pode ocorrer em epidemias ou
pandemias mundiais (MURRAY; ROSENTHAL; PFAUER, 2006).

3.3.2.1.3 Vibrio coralliilyticus

Foi elucidada pela primeira vez por Ben-Haim et al. (2003), que estudava seis (6)

estirpes classificadas até entdo como Vibrio spp. provenientes de quatro (4) espécies doentes
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de corais (Pocillopora damicornis) do Oceano Indico e Mar Vermelho, uma (1) larva doente
de ostras (C. gigas) do Reino Unido e de uma (1) larva de bivalves (Nodipecten nodosus) do
Brasil. Segundo os autores, V. coralliilyticus é patogénico em corais apenas em temperaturas
da agua acima de 25 °C, e durante o inverno, quando as temperaturas baixam, provavelmente
colonizam diferentes hospedeiros como larvas de bivalves.

S&o bactérias Gram-negativas em forma de bastonetes, moveis por um (1) Unico
flagelo polar, ndo formadoras de esporos. Sao halofilicas restritas, apresentam crescimento
entre 1 e 7% NaCl, ndo crescendo em concentracdes de NaCl >8. Apresentam positividade
para os testes de oxidase, catalase, indol, b-glicosidase, b-galactosidase e gelatinase e
negatividade para uréase. Produzem &cido a partir da glicose e reduzem nitrato a nitrito (BEN-
HAIM et al., 2003; NOGUEROLA; BLANCH, 2008).

3.3.2.1.4 Vibrio harveyi

E uma bactéria Gram-negativa halofilica, com capacidade de sintetizar dez (10)
diferentes enzimas que degradam a quitina, sendo este polissacarideo o principal elemento das
carapacas de crustaceos e conchas de moluscos. Assim fica evidente o principal motivo da
difusdo de V. harveyi em ambientes aquaticos costeiros (THOMPSON, 2004). V. harveyi
antes de pertencer ao género Vibrio ja foi classificado como Achromobacter harveyi,
Lucibacterium harveyi e Beneckea harveyi (FARMER Il et al., 2005).

Dentre os membros pertencentes a familia Vibrionaceae, V. harveyi se destaca por
ocasionar surtos de doencas em organismos aquaticos cultivados. Os maiores prejuizos
causados por V. harveyi sdo na carcinicultura (AUSTIN; ZHANG, 2006), na piscicultura
(AUSTIN; ZHANG, 2006; QI et al., 2009) e na malacocultura (PASS; DYBDAHL,;
MANNION, 1987).

3.3.2.1.5 Vibrio metschnikovii

Bastonete Gram-negativo curto reto ou curvado, ocorrendo isoladamente, hal6filo
restrito. Movel por meio de um unico flagelo polar (NOGUEROLA; BLANCH, 2008).
Diferentemente dos demais membros das Vibrionaceae, V. metschnikovii € incapaz de
produzir citocromo oxidase e de reduzir nitrato (CAO et al., 2010). Amplamente distribuidos

por todo o ambiente aquatico, principalmente em rios, estuarios, esgotos, podendo ser isolado
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de intestinos de animais, incluindo o de seres humanos. Sdo frequentemente isolados de
peixes, crustaceos e ostras (LEE; DONOVAN; FURNISS, 1978; MATTE et al., 2007).

V. metschnikovii possui uma alta atividade hemolitica como fator de viruléncia,
sendo relatado em situacdes raras como responsavel por infecgdes humanas, tais como
diarréia, colecistite e septicemia (LINDE et al., 2004; MATTE et al., 2007).

3.3.2.1.6 Vibrio mimicus

V. mimicus foi descoberto por Davis et al. (1981) apo6s realizar testes bioquimicos,
soroldgicos, suscetibilidade a antibioticos e de acido desoxirribonucleico (DNA) em cepas
bioquimicamente atipicas de V. cholerae. V. mimicus pode ser isolado a partir de marisco e
agua, bem como a partir de fezes diarréicas e infeccdes do ouvido em humanos. E uma
bactéria Gram-negativa, oxidase positiva, apresenta reacdo negativa para fermentacdo da
sacarose, Voges-Proskauer, lipase (10% positiva), sendo estes testes 0s principais para
diferenciar V. mimicus de V. cholerae (DAVIS et al., 1981).

V. mimicus é capaz de produzir mdltiplas enterotoxinas (termo-labil, termo-
estavel, colera-like toxina, a hemolisina termoestavel direta e citotoxina), além de possuir uma
grande semelhanga com V. cholerae (MIZUNO et al., 2009; RAMAMURTHY et al., 1994).

V. mimicus habitam naturalmente ecossistemas aquaticos (ALAM et al., 1996), o
contato primario com a agua pode ocasionar otite, e 0 consumo principalmente de ostras cruas
pode gerar quadros de diarréia aquosa, nauseas, vomitos e célicas abdominais, cefaléia, febre,
desidratacdo grave e diarréia sanguinolenta (CAMPOS et al., 1996; SHANDERA et al.,
1983).

Hasan et al. (2010) detectaram a presenca de regides de viruléncia de V. cholerae
(VPI, CTX®, VSP-II, MSHA, hlyA, pilha, e Intl4) no V. mimicus, e uma grande similaridade
dessas regides, que indicavam recentes transferéncias interespecies, e que estas transferéncias
s80 um processo continuo. Esta situacdo ajudaria a explicar como uma bactéria de vida livre,

ambiental pode emergir como um patégeno humano.
3.3.2.1.7 Vibrio parahaemolyticus
V. parahaemolyticus é uma bactéria Gram-negativa, halofilica (CHENG-SUA;

CHENGCHU, 2007; LEAL et al., 2008), distribuida em ambientes aquaticos, como mar,
estuarios e rios de agua doce (AMIRMOZAFARI; FOROHESH; HALAKOO, 2005; CHAO
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et al., 2009; IGBINOSA; OKOH, 2008), ¢ em sedimentos do fundo desses corpos d’agua
(CHANGA et al., 2011), podendo colonizar peixes (NOORLIS et al., 2011), camardes
(TYAGI et al., 2008) e ostras, contudo é considerada uma bactéria zoondtica, que oferece
risco a saude de pessoas que consomem pescados crus (MERWAD; EL-GHAREEB; TAISIR,
2011) ou cozidos (CHAO et al., 2009).

Consumo de frutos do mar crus ou mal cozidos contaminados com V.
parahaemolyticus pode levar ao desenvolvimento de gastroenterite aguda, caracterizada por
diarréia, cefaléia, vémitos, nauseas e colicas abdominais. Este patdgeno é o principal causador
de doencas transmitidas por alimentos (DTAs) em muitos paises asiaticos, incluindo China,
Japdo e Taiwan (CHENG-SUA; CHENGCHU, 2007). Nos Estados Unidos esse agente
etioldgico € responsavel por gastroenterite associada ao consumo de marisco, principalmente,
a ostra crua (MCLAUGHLIN et al., 2005).

Conforme alguns estudos (CHAO et al., 2009; RAMAMURTHY et al., 1994,
TYAGI et al., 2008; WARD; BEJ, 2006), o V. parahaemolyticus atua como patdgeno em
humanos decorrente da sintese de uma ou duas toxinas, a hemolisina direta termoestavel
(TDH) e a hemolisina direta relacionada (TRH), codificadas pelos genes tdh e trh,
respectivamente, e sdo conhecidas como os maiores fatores de viruléncia desse micro-
organismo. Merwad, EI-Ghareeb e Taisir (2011) isolaram a espécie das fezes de pessoas com
diarréia, decorrente do consumo de moluscos mal cozidos, porém, frutos do mar cozidos

foram responsaveis por surtos de intoxicacao alimentar na China (CHAO et al., 2009).

3.3.2.1.8 Vibrio pectenicida

V. pectenicida foi elucidado pela primeira vez na literatura no trabalho de Lambert
et al. (1998), estudando cinco (5) cepas relacionadas a surtos de doenga em cultivos de larvas
de vieira (Pecten maximus) na costa atlantica francesa (Bretanha).

A espécie de V. pectenicida é caracterizada por células Gram-negativas
anaerdbicas facultativas, em forma de bastonetes moéveis por meio de um unico flagelo polar
em liquido e flagelos laterais em meios solidos. Dentre os principais testes bioquimicos, 0s
que apresentam positividade sdo: fermentacdo da glicose, oxidase, catalase, reducdo de
nitrato, amilase, gelatinase, desoxirribonuclease, crescimento de 18 e 22 °C, na presenca de 1,
3 e 6% de NaCl e tendo resposta negativa para o0s seguintes testes: producgdo de gas a partir da
glicose, indol, VVoges-Proskauer, dihidrolase da arginina, descarboxilase da lisina e ornitina,
hidrolise de ONPG e crescimento na presenca de 0 e 8% de NaCl (LAMBERT et al., 1998).
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3.3.2.1.9 Vibrio ruber

A descoberta de V. ruber foi realizada a partir de um estudo com 40 (quarenta)
cepas de bactérias produtoras de gas, pertencente a familia Vibrionaceae, isoladas de amostras
de &gua do mar das regibes rasas do litoral de Keelung, Taiwan. No entanto, a reducéo de
nitrato em nitrito, a capacidade de utilizar D-arabinose, melibiose e L-glicina como Unicas
fontes de carbono, a incapacidade de utilizar o sorbitol como Unica fonte de carbono, a
resisténcia ao O/129 e susceptibilidade a eritromicina e novobiocina permitiu distingui-lo do
V. gazogenes (SHIEH et al., 2003).

V. ruber é um micro-organismo anaerébio facultativo na forma de bacilo curvo
Gram-negativo, movel por meio de um flagelo polar. A espécie é halofilica crescendo em
meios com 1 a 10% NaCl, em pH na faixa de 5 a 9, e em temperaturas de 20 a 40 °C, porém
tem melhor desempenho em meios com 2% de NaCl e pH 7, incubado de 25 a 30 °C.
Fermenta glicose e outros carboidratos com a producdo de &cidos e gases, é positivo no teste
de catalase e negativo para oxidase. Tem como habitat primario as aguas costeiras (SHIEH et
al., 2003).

3.3.2.1.10 Vibrio tasmaniensis

V. tasmaniensis foi proposto a partir do estudo de estirpes isoladas de salméo
(Salmo salar) na Tasmania, Australia. A espécie é caracterizada como uma célula
ligeiramente curvada, que possui metabolismo anaerdbico facultativo com capacidade de
fermentar glicose, manitol e amigdalina, mas n&o inositol, sorbitol, ramnose, sacarose,
arabinose e melibiose. Seu crescimento ocorre de 4 a 35 °C. N&o cresce na auséncia de NaCl
ou em meios com > 8% de NaCl. Tem positividade para os testes de oxidase, catalase,
triptofano deaminase, indol, reducdo de nitrato e Voges-Proskauer (THOMPSON;
THOMPSON; SWINGS, 2003).

3.3.2.1.11 Vibrio vulnificus
E caracterizado como um bastonete curvo Gram-negativo, hal6filo e quando movel

possui um unico flagelo polar. A espécie pode ser encontrada em aguas salgadas ou salobras

de regides tropicais, podendo apresentar vida livre no ambiente e/ou associado a parasitas de
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animais, tais como moluscos, peixes, crustdceos e mamiferos, incluindo seres humanos
(VASEEHARAN; RAMASAMY, 2003).

Na atividade da maricultura, o V. vulnificus figura como importante patégeno para
humanos com capacidade de invadir o sistema circulatorio causando septicemia (IGBINOSA,
OKOH, 2008; MARUO et al., 1998, PARANJPYE; STROM, 2005).

V. vulnificus é dividido em trés (3) bi6tipos (B1, B2 e B3). Os bidtipos 1 e 3 tém
uma estreita relacdo a doencas humanas, decorrentes de manipulacéo ou consumo de mariscos
crus (BISHARAT et al., 2007). O bidtipo 2 atua como patdégeno natural de enguias, no
entanto, também pode atuar como patégeno em humanos em menor escala (AMARO;
BIOSCA, 1996) ou em peixes quando estes, por sua vez, sdo cultivados na presenca de
enguias (FOUZ et al., 2002).

3.4 Antimicrobianos no ambiente aquatico

O homem compartilha espaco com 0s micro-organismos desde seu surgimento, e
essa convivéncia em muitos momentos causou a humanidade inumeras doencas. Contudo, as
causas dessas doencas s6 foram descobertas através dos estudos de Pasteur e Koch e de seus
sucessores, que comprovaram a teoria da biogénese, e dos micro-organismos como
responsaveis pela grande maioria das enfermidades (DEPIZZOL, 2006).

O conhecimento das enfermidades de origem infecciosas deu origem, no século
XIX, a diversos estudos na busca de tratamentos terapéuticos, e foi no inicio do século XX,
que surgiram os primeiros quimioterapicos de acao sistémica. A descoberta de drogas capazes
de fazer ligagBes a receptores especificos na célula sensivel, com acéo seletiva da droga sobre
0 agente agressor, em doses toleradas pelo organismo do hospedeiro agredido, deu origem aos
primeiros antibidticos (TAVARES, 2007).

Antimicrobiano ou agente antimicrobiano sdo produtos quimicos de origem natural
ou sintética, com acgéo deletéria ou inibitdria de crescimento de micro-organismos. Os agentes
antimicrobianos podem atuar sobre bactérias, fungos e virus, porém sua agdo pode ser
diferenciada pela atuacdo nos micro-organismos. Aqueles cuja funcdo € deletéria sdo
nomeados de agentes “cidas”, ¢ os que inibem 0 crescimento sdo chamados de agentes
“staticos”. Assim dependendo do micro-organismo e da funcdo do antimicrobiano, estes
farmacos podem ser nomeados de bacteriostatico, fungistatico e viristatico ou bactericida,
fungicida e viricida (MADIGAN; MARTINKO; PARKER, 2004).
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Segundo Fonseca (1991) e Tavares (2001) antibi6ticos sdo substancias produzidas
por micro-organismos capazes de agir com toxicidade seletiva sobre outros micro-
organismos, e quando empregados na profilaxia, em pequenas concentracdes, nao causam
danos ao organismo infectado. Alterthum (2008b) considera antibidticos substancias
produzidas por seres vivos utilizadas no tratamento de infec¢bes. Entretanto alguns
antibioticos podem ser melhorados em laboratorios, e estes sdo chamados antibioticos semi-
sintéticos.

Alterthum (2008b) denomina de quimioterdpicos as substancias sintetizadas em
laboratério utilizadas na profilaxia de infeccBes, de modo que apresentem baixa toxidade para
as celulas do hospedeiro e alta ao agente infectante. Entretanto, Paiva Neto (1989) e Tavares
(2001) nomeiam de quimioterapica toda substancia de origem sintética ou vegetal utilizada no
tratamento de infeccGes. Nesse sentido, os autores convergem quando consideram que 0S
antimicrobianos sdo substancias de origem sintética ou natural no combate a infecgéao.

Os antimicrobianos podem ser classificados de varias maneiras, considerando seu
espectro de acdo (antifungicos, anaerobicidas, Gram-positivos, Gram-negativos, amplo
espectro), o tipo de atividade antimicrobiana (bactericida e bacteriostatico), o grupo quimico
ao qual pertencem (aminoécidos, acucares, acetatos e quimioterapicos) e o mecanismo de
acdo (sintese da parede celular, permeabilidade de membrana, sintese protéica e &cidos
nucléicos) (ALTERTHUM, 2008b; PAIVA NETO, 1989). No entanto, a organiza¢do por
classes, baseiando-se na estrutura quimica do antimicrobiano, é a mais usada na literatura
(GUIMARAES; MOMESSO; PUPO, 2010).

Segundo Depizzol (2006), desde sua descoberta 0s antimicrobianos
proporcionaram um novo quadro mundial no controle das doencas infecciosas, principalmente
as de origem bacteriana, e a utilizacdo desses ultrapassaram ndo apenas as enfermidades
humanas, mas também a producédo animal.

Segundo Alterthum (2008a), os antimicrobianos ndo produzem estirpes resistentes,
mas exercem uma pressdo seletiva sobre os individuos. O mesmo autor expde a resisténcia
bacteriana como um mecanismo de alteracdo genética expressa bioquimicamente, podendo
ocorrer tanto por mutagdes cromossémicas como pela aquisicdo de plasmidios de resisténcia
OuU por transposons.

Segundo Holmstrom et al. (2003) a inser¢do de antimicrobianos na aquicultura
pode causar a selecdo de cepas bacterianas resistentes entre os patdgenos que infectam os
animais cultivados e seres humanos. No entanto, esta atividade é comum na aquicultura

mundial na prevencdo ou no tratamento dos surtos de doencas.
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No Brasil, 0 uso de antimicrobianos para o tratamento e prevengdo de doengas em
animais esta preconizado na Instrucdo Normativa n°® 42, de 1999, que estabelece que a
tetraciclina, eritromicina e a oxitetraciclina sdo os antimicrobianos mais indicados para a
piscicultura. Na carcinicultura os mesmos sdo usados como medida profilatica, bem como nas
doencas determinadas por bactérias piscicrofilas e na septicemia hemorrégica causada por
Pseudomonas, Edwardsiella e Aeromonas (BRASIL, 1999).

Ainda que o Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA)
permita o uso de antimicrobianos na aquicultura, alguns como cloranfenicol e nitrofuranos sao
estritamente proibidos, devido a alta toxidade dessas duas drogas (BRASIL, 2003).

A utilizagdo indiscriminada de antimicrobianos pode ter um grande impacto sobre
a microbiota de ecossistemas aquaticos, podendo atuar como selecionador de cepas resistentes
(ZENG et al., 2010; ZHANG; ZHANG; FANG, 2009). E comum o relato em trabalhos de um
grande nimero de cepas bacterianas resistentes aos antimicrobianos de uso clinico humano ou
veterinario, em atividades de maricultura (DANG et al., 2006; REBOUCAS et al., 2011).

Em muitos trabalhos tem se verificado a resisténcia de Vibrio spp. frente aos
antimicrobianos anteriormente eficazes (COSTA et al.,, 2006; LIMA et al., 2005;
REBOUCAS et al., 2011). Em uma pesquisa de susceptibilidade a 5 (cinco) antimicrobianos
em 92 (noventa e duas) cepas de Vibrio spp. procedentes de diferentes fontes (produtos da
pesca, frutos do mar, a agua do mar e da aquicultura), Ferrini et al. (2008) constataram um
alto percentual de resisténcia a ampicilina (82%), e em menor escala a sulfametoxazol (7%),

tetraciclina (3%), e ao sulfametoxazol-trimetoprima (1%).

3.4.1 Principais classes de antimicrobianos

3.4.1.1 Aminoglicosideos

Os aminoglicosideos atuam contra bacilos Gram-negativos principalmente contra
membros da familia Bacteriaceae, além de Brucella, Yersinia pestis, Y. enterocolitica, Y.
pseudotuberculosis, Pseudomonas aeruginosa e alguns cocos (Staphylococcus aureus, S.
epidermidis, Neisseria gonorrhoeae) (TAVARES, 2001), com acdo bactericida sobre micro-
organismos sensiveis por interferir em sua sintese protéica e em alguns casos como
bacteriostatico (STROHL; ROUSE; FISHER, 2004).

A estreptomicina foi o primeiro representante da classe isolada a partir de um

actinomiceto (Streptomyces griseus) e atua inibindo a iniciacdo da cadeia protéica.
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Posteriormente, foram descobertos outros antibiéticos com agéo similar ao da estreptomicina,
tais como a neomicina e a canamicina, isolados de culturas de bactérias do género
Streptomyces, e a gentamicina, isolada de cultura de fungo (Micromonospora spp.)
(TAVARES, 2001).

3.4.1.2 Cefalosporinas

As cefalosporinas correspondem a uma classe de substancias formada por
antibidticos B-lactamicos, ou seja, possuem um componente estrutural chamado de anel -
lactdmico. Estes farmacos naturais sdo produzidos por espécies de fungos do género
Cephalosporium. Dentro da classe, as de maior interesse clinico sdo as cefalosporinas semi-
sintéticas, cujo espectro de acdo é geralmente mais amplo, tendo uma maior resisténcia a acao
enzimatica das B-lactamases. As cefalosporinas atuam em enzimas especificas na sintese da
parede celular das bactérias, sua importancia clinica decorre da baixa toxicidade ao
hospedeiro e do largo espectro de atividade (MADIGAN; MARTINKO; PARKER, 2004).

A classificacdo das cefalosporinas segue uma ordem cronologica chamadas de
geracdes. Existem até o momento quatro (4) geracOes, a primeira geracdo (cefalotina,
cefazolina, cefalexina, cefadroxil e cefadrina), segunda geracdo (cefoxitina, cefamandol,
cefaclor, cefuroxima), terceira geracdo (ceftriaxona, cefotaxima, cefoperazona, ceftazidima,
cefpodoxima e cefixima) e quarta geracdo (cefepima e cefpiroma) (STROHL; ROUSE;
FISHER, 2004; TRABULSI; MIMICA; MIMICA, 2008).

As cefalosporinas de primeira geracdo sdo indicadas no tratamento de infeccdes
causadas tanto por bactérias Gram-positivas como Gram-negativas, principalmente na
profilaxia de infec¢Bes causadas por Staphylococcus spp. e Estreptococcus spp. A segunda
geragdo é formada por antimicrobianos de amplo espectro de acdo, atuando contra bactérias
Gram-positivas e negativas (PAIVA NETO, 1989; TRABULSI; MIMICA; MIMICA, 2008),
no entanto, esta geracdo é recomendada apenas no tratamento de infecgbes causadas por
Gram-negativas (PRESCOTT, 2006).

As terceira e quarta geracOes das cefalosporinas sédo antimicrobianos de largo
espectro indicadas a infec¢Oes tanto por Gram-positivas como Gram-negativas, possuem
grande estabilidade diante das B-lactamases, no entanto a principal diferenca entre as duas
geracOes esta relacionada a estabilidade das B-lactamases, onde a terceira ndo apresenta
estabilidade diante de B-lactamases de origem plasmidial, enquanto a quarta é mais estavel
(TAVARES, 2007b).
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3.4.1.3 Fenicois

Os fenicdis sdo antibioticos de acdo predominantemente bacteriostatica por
inibicdo da sintese proteica, possuem um amplo espectro de acao, tem como representantes da
classe o cloranfenicol, tiafenicol e florfenicol. Os fenic6is podem atuar de duas formas, a
primeira por fixagdo na fragdo 30S do ribossomo impedindo a ligagdo do RNA-mensageiro ao
ribossomo, assim, competindo com o acido nucléico, a segunda fixando na fracdo 50S do
ribossomo inibindo a acdo de peptidil-transferases e bloqueando a unido do polipeptideo
(TAVARES, 2007c).

O cloranfenicol foi isolado pela primeira vez a partir da cultura de Streptomyces
venezuelae (bactéria) em 1947. E considerado como antibiético de amplo espectro de acdo e
possui como caracteristica uma estabilidade que permite seu armazenamento em temperatura
ambiente por um tempo bastante prolongado. O florfenicol é um derivado sintético fluorado
de cloranfenicol, e assim como os fenicdis, possui atividades tanto contra bactérias Gram-
positivas como Gram-negativas (LANG et al., 2011; SCHWARZ et al., 2004).

No entanto, a profilaxia com cloranfenicol causa danos a medula 6ssea resultando
na anemia apléstica reversivel ou permanente. A anemia apléstica reversivel esta relacionada
com a dose, ocasionando uma reducdo significativa na producdo de eritrécitos, leucécitos e
plaquetas pela medula 6ssea, ja na anemia aplastica permanente ocorre total destruicdo da
medula 0Ossea, sendo independente da dose. Assim, o cloranfenicol é considerado um
antimicrobiano de dltima escolha (BLACK, 2002; JOHNSTON; SANTILLO, 2002).

3.4.1.4 Macrolideos

Os antimicrobianos pertencentes a classe dos macrolideos sdo caracterizados pela
presenca de um anel lactona macrociclico em sua estrutura quimica e ao inibirem a sintese
protéica podem ser bactericidas ou bacteriostaticos dependendo da dose. Na medicina
veterinaria tem uma forte importancia, podendo ser destacada a eritromicina, tilosina e
espiramicina (PAIVA NETO, 1989).

Dentro da classe dos macrolideos a eritromicina é o antibidtico mais utilizado na
medicina. Este antimicrobiano atua principalmente sobre Gram-positivas e cocos Gram-
negativos, espiroquetas e alguns bacilos Gram-negativos. E indicada no tratamento de
infeccOes ocasionadas por Mycoplama pneumoniae, Legionella pneumoniae, Bordetella

pertussis, Bordetella spp., Campylobacter jejuni, Corynebacterium diphteriae, Bacillus
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anthracis, Staphylococcus (sensivel a oxacilina), pneumococos (hospedeiro alérgicos a
penicilina G) e estreptococos (TRABULSI; MIMICA; MIMICA, 2008).

3.4.1.5 Monobactamicos

Os monobactamicos sdo a classe de antibidticos formada por B-lactdmicos que
apresentavam uma estrutura monociclica. O primeiro representante da classe foi descoberto
em 1975, a partir da bactéria Nocardia uniformis, a nocardicina. No entanto, ndo apresenta
importancia clinica devido ao pequeno potencial antimicrobiano, porém com a descoberta do
aztreonam em 1981, a classe do antibi6tico passou a fazer parte do quadro de antimicrobianos
utilizados na medicina. O aztreonam possui atividade apenas contra bactérias Gram-negativas,
seu mecanismo de acdo consiste em interferir na sintese da parede celular e causar lise
bacteriana (TAVARES, 2007a).

3.4.1.6 Nitrofuranos

Os nitrofuranos correspondem a classe de quimioterapicos derivados do nitrofural,
gque possuem um grupamento nitroso na posicdo 5. S80 muito utilizados na préatica da
medicina veterindria, principalmente devido as propriedades antibacterianas, antifingicas e
antiprotozoarias. O mecanismo de acdo destes antimicrobianos decorre da inibicdo do
metabolismo dos carboidratos em micro-organismos sensiveis (PAIVA NETO, 1989).

A nitrofurantoina tem acdo contra bactérias Gram-positivas e negativas. Devido ao
fato deste antimicrobiano ser concentrado na urina, quando administrado via oral, este por vez
é recomendado principalmente no tratamento do trato urindrio (TRABULSI; MIMICA;
MIMICA, 2008).

3.4.1.7 Penicilinas

A penicilina G (benzilpenicilina) foi o primeiro antibiotico B-lactamico descoberto
e produzido a partir do fungo Penicillium chrysogenum. Atua principalmente contra bacterias
Gram-positivas, ja que as Gram-negativas sdo impermedveis a esse antibiotico, porém é
sensivel a B-lactamase, uma enzima produzida por algumas bactérias resistentes. No entanto,
0s semi-sintéticos derivados de penicilina G tém acdo contra Gram-negativas (MADIGAN;
MARTINKO; PARKER, 2004; STROHL; ROUSE; FISHER, 2004).
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Dentre os antibidticos semi-sintéticos, a ampicilina tem espectro de acdo amplo,
pois possui resisténcia a B-lactamase. Atua contra infecgBes causadas por bactérias Gram-
positivas e Gram-negativas, devido as diferencas estruturais no grupo N-acetil, que permite o
transporte deste antibiotico através da membrana externa das Gram-negativas, onde inibe a
sintese da parede celular (MADIGAN; MARTINKO; PARKER, 2004).

3.4.1.8 Quinolonas

As quinolonas sdo compostos antimicrobianos de origem sintética que interagem
com o DNA girase bacteriano, atua como analogo ao fator de crescimento impedindo que a
girase realize o superenovelamento do DNA bacteriano, necessario para o0 empacotamento do
DNA na ceélula bacteriana. Como o DNA girase é encontrado em todas as bactérias, as
quinolonas sdo utilizadas na profilaxia de infeccbes causadas por bactérias Gram-positivas e
negativas (BLACK, 2002, MADIGAN; MARTINKO; PARKER, 2004; STROHL; ROUSE;
FISHER, 2004).

O acido nalidixico foi o primeiro representante das quinolonas. A ciprofloxacina é
um dos antimicrobianos mais utilizados na medicina para tratar infec¢fes do trato urinario e
outras causadas por Bacillus anthracis resistente a penicilina G, e corresponde ainda a um
derivado fluroquinolona do acido nalidixico. As fluroquinolona sdo utilizadas também na
industria frigorifica e avicola, e na prevencdo de doencas respiratérias (MADIGAN;
MARTINKO; PARKER, 2004).

3.4.1.9 Sulfonamidas

Sulfonamidas (sulfas) sdo quimioterapicos de acdo bacteriostatica e foram um dos
primeiros analogos de fatores de crescimento amplamente utilizados na inibicéo especifica do
crescimento bacteriano. Dentre as sulfas, a sulfanilamida é a mais simples, cujo mecanismo
de acdo atua como analogo ao acido p-aminobenzoico, um componente da vitamina acido
félico (BLACK, 2002; MADIGAN; MARTINKO; PARKER, 2004).

As sulfonamidas bloqueiam a sintese do acido folico nas bactérias, um precursor
de acidos nucléicos. Como as células dos animais superiores obtém o seu acido fdlico da
dieta, elas , ao contrario das bactérias que o sintetizam, ndo sdo prejudicadas. Diante desta

situacdo, a principio, as bactérias sdo incapazes de absorver o acido folico. No entanto, a
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resisténcia bacteriana as sulfonamidas, decorreu por essas terem desenvolvido a capacidade
de utilizar fontes exdgenas de acido folico (MADIGAN; MARTINKO; PARKER, 2004).

3.4.1.10 Tetraciclinas

As tetraciclinas formam a classe de antibidtico de acdo geralmente bacteriostatica
com uma estrutura quimica policiclica naftacenocarboxamidica, e atuam na inibicdo da
sintese protéica. O primeiro representante da classe foi descoberto em 1948, a clortetraciclina
obtida a partir da cultura de uma bactéria chamada de Streptomyces aureofaciens.
Posteriormente foi descoberta a oxitetraciclina isolada de Streptomyces rimosus. A tetraciclina
é considerada um antibidtico semi-sintético, pois é resultante de modificacdes em laboratério
da clortetraciclina (PAIVA NETO, 1989).

As tetraciclinas sdo consideradas antimicrobianos de largo espectro, embora a
resisténcia entre as bactérias Gram-positivas e Gram-negativas tenha se mostrado muito
frequente. A principal caracteristica desses antimicrobianos é a capacidade de difusdo no
interior das células do hospedeiro, o que permite sua utilizacdo em patdgenos intracelulares
(TRABULSI; MIMICA; MIMICA, 2008).
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Descricdo da area

As coletas foram realizadas no estudrio do rio Jaguaribe (04°24°03,7"S;
037°46°29,9"W), no Pontal de Macei6 em Fortim — Ceara, em uma area onde existe uma
estrutura de cultivo e bancos naturais de ostra (Crassostrea rhizophorae) (FIGURA 1).

A bacia hidrografica do rio Jaguaribe esta inserida na zona de dominio do clima
semi-arido caracterizado pela existéncia de dois periodos: estio e chuvoso (MARINS;
PAULA FILHO; ROCHA, 2007), e ocupa uma area de 74.621 km?, quase 48% do territorio
cearense, e é subdividida em cinco sub-bacias: Salgado, Alto Jaguaribe, Médio Jaguaribe,
Baixo Jaguaribe e Banabuill (GONDIM, et al.2004).

A regido do Baixo Jaguaribe é caracterizada pela intensa pratica da carcinicultura
(FIGUEIREDO et al., 2006) e da agricultura irrigada (MILHOME et al., 2009). Essa duas
atividades apresentam-se intensificadas nessa regido do Estado do Ceard, e contribui com a
poluicdo do rio Jaguaribe, por matéria organica e produtos quimicos, em consequéncia da
utilizacdo intensiva de ragcdo e insumos quimicos na carcinicultura nas etapas de
aclimatizacdo, engorda e despesca (FIGUEIREDO et al., 2006), assim como da utilizagio de
fertilizantes e agrotdxicos na agricultura irrigada (MILHOME et al., 2009).
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Figura 1 — Localizacdo da area de coleta das ostras (Crassostrea rhizophorae) selvagens e
cultivadas na regido do rio Jaguaribe (Pontal do Maceié em Fortim — Ceard)
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4.2 Coletas

Foram realizadas dez (10) coletas, sendo metade delas no periodo de estio
(outubro, novembro, dezembro de 2010) e a outra, no periodo chuvoso (janeiro, fevereiro,
marco de 2011). Todas as coletas aconteceram no periodo de baixa-mar e com frequéncia
quinzenal. Em cada amostragem eram extraidos de 15 (quinze) a 20 (vinte) ostras da estrutura
de cultivo e do banco natural, que eram transportadas, separadamente por origem, em
recipientes esterilizados e acondicionados sob refrigeracdo em caixa isotérmica até o
Laboratério de Microbiologia Ambiental e do Pescado do Instituto de Ciéncias do Mar
(LABOMAR) da Universidade Federal do Cearéa.

Também foram coletadas amostras de agua dos locais de coleta usando frascos de
vidro ambar esterilizados, que foram acondicionados em caixas isotérmicas e transportadas

até o laboratorio.

4.3 Analises

4.3.1 Analises fisico-quimicas

4.3.1.1 Agua

No momento da coleta foi mensurada a temperatura das amostras de agua do
entorno dos pontos de coleta com auxilio de um termémetro (Incoterm). A salinidade e pH
(potencial hidrogeni6nico) foram determinados no laboratdrio utilizando, respectivamente,
um refratbmetro portatil (Biobrix 211 BP) e um potencibmetro modelo 211 (Hanna

instruments).

4.3.1.2 Ostras

No laboratorio, as ostras foram lavadas em agua potavel corrente e abertas
assepticamente. Tecido e liquido intervalvar das ostras foram retirados e colocados em
recipientes separados (beckers esterilizados) formando duas amostras para cada grupo de
ostras (selvagens e cultivadas). Foram determinados: o tamanho das conchas com auxilio de
um paquimetro digital (Digit), o peso total do tecido em uma balanca analitica (Ohauf),

volume total de liquido intervalvar em uma proveta com capacidade de 25 mL. O pH das
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amostras de liquido intervalvar foi medido diretamente com o potenciémetro, enquanto as
amostras de tecido foram homogeneizadas por maceracdo em um almofariz com auxilio de

um pistilo, antes da medicéo.

4.3.2 Analises Microbiolégicas

4.3.2.1 Processamento e diluicdo das amostras

As amostras de agua e liquido intervalvar foram diluidas na proporgdo de 1:9
(volume de amostra/diluente) que correspondeu & diluicdo 10™. A partir desta foram feitas
diluicBes seriadas até 10™.

Dez gramas do macerado de tecidos foi homogeneizado com 90 mL de diluente
esterilizado. A homogeneizacao correspondeu a diluicdo 10™. Foram feitas diluicdes seriadas
até a 10”,

Em todas as amostras foram utilizados dois diluentes: &gua do mar com salinidade

ajustada para 20 para quantificacdo de BHC e salina a 1% de NaCl para vibrios.

4.3.2.2 Contagem de bactérias heterotrdéficas cultivaveis (BHC)

A quantificacdo da populacdo microbiana heterotréfica cultivavel foi realizada a
partir do plaqueamento em meio plate count agar (PCA) pela técnica de pour plate
(URURAHY, 1998) utilizando a 4gua do mar ajustada na salinidade 20 como diluente. Para
tanto foi derramada uma aliquota de 1 mL das diluicdes em cada placa e 15 mL do meio de
cultura a 45 °C sobre a aliquota. Esse procedimento foi feito em duplicata. Apds a incubacéo,
por 48 horas a 30 °C foi feito a contagem do nimero em unidades formadoras de col6nias
(resultados expressos em UFC/g de tecido muscular e UFC/mL de liquido intervalvar e de
agua) (FIGURA 2).
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Figura 2 — Etapas do processamento das amostras de agua da area de coleta, do tecido e
liquido intervalvar das ostras cultivadas e selvagens coletadas no estuério do rio Jaguaribe,
Ceard, para contagem de bactérias heterotréficas cultivaveis
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4.3.2.3 Contagem de vibrios

De cada diluicdo em salina (1% de NaCl) foi tomada uma aliquota de 0,2 mL e
inoculada em placas do meio 4gar TCBS através da técnica de spread plate com auxilio de

uma al¢a de Drigalski e incubadas a 35 °C por 18 horas. Sobre a superficie do meio foram
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contadas, separadamente, as col6nias sacarose positivas e negativas respeitando o intervalo de

25 (vinte e cinco) a 250 (duzentas e cinquenta) colonias em cada placa (DOWNES; ITO,

2001). O procedimento foi realizado em duplicata. As coldnias com caracteristicas de

sacarose positivas e negativas foram isoladas das placas, quando possivel foram isoladas duas

(2) de cada col6nia, por tipo de amostra e origem (FIGURA 3). Foram isoladas ao todo 133

cepas.

Figura 3 — Etapas do processamento das amostras de agua da area de coleta, do tecido e
liquido intervalvar das ostras cultivadas e selvagens coletadas no estuario do rio Jaguaribe,
Ceard, para contagem de vibrios
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4.3.2.4 ldentifica¢ao bioquimica das BHC

Das coldnias crescidas sobre o meio 4gar PCA foram isoladas quatro (4) de cada
tipo de amostra e origem, totalizando 240 (duzentos e quarentas) cepas. Foram feitos repiques
do material sobre &gar triptona soja (TSA) contendo 1% de NaCl, com incubagdo em estufa a
35°C por 24 horas. As culturas foram submetidas a coloragéo de Gram.

Na identificacdo das culturas puras foram realizadas as seguintes provas
bioquimicas propostas por Bernardes et al. (2003), Koneman et al. (2006), Lelliott, Stead
(1987), Marchand Pajares (2002), Menezes, Neufeld (2006), Murray et al. (2005), Noguerola,
Blanch (2008), Oplustil et al. (2004), Silva e Almeida (2006) ¢ pelo manual de Bergey’s
(STALEY et al., 2005): oxidacdo da glicose; fermentacdo da glicose; oxidase; catalase;
motilidade; producdo de indol, sulfeto de hidrogénio (H,S), fenilalanina desaminase;
descarboxilacdo dos aminoéacidos lisina e ornitina; hidrdlise da arginina; reducdo de nitrato;
crescimento em 0% de NaCl a 35 °C; crescimento em meio Mac Conkey e em TCBS;
gelatinase, producdo de pigmento amarelo, pioverdina e de piocianina, gas em glicose,
fermentacdo de carboidratos (arabinose, glicose, glucosamina, inositol, maltose, manitol,
manose, melibiose, xilose, inositol, sacarose e sorbitol), urease, tolerancia ao NaCl 0%, 3%,
5%, 6%, 6,5%, 8% e 10%; crescimento a 4 e 42 °C; alfa-cetoglutarato, crescimento em
cianeto de potassio (KCN); producéo de fluorescéncia; producdo de esporos; susceptibilidade
ao vibriostatico O/ 129 10 pg e ampicilina 10 pg; hemolise, citrato, vermelho de metila,
Voges-Proskauer, ONPG, DNAse, lipase, hidrélise da esculina; hidrolisarem esculina em

presenca de bilis; coloragdo de Ziehl; reacdo de CAMP.
4.3.2.5 ldentificacdo bioquimica de Vibrio spp.

Apbs o isolamento e purificacdo das culturas, as estirpes foram submetidas a
provas bioquimicas para a identificacdo fenotipica considerando as caracteristicas
morfotintoriais (técnica de Gram) e resposta a testes bioquimicos. Para a identificacdo das
espécies do género Vibrio foi utilizado esquema proposto por Noguerola e Blanch (2008).

4.3.2.6 Antibiograma

As cepas identificadas foram testadas frente a 18 (dezoito) antimicrobianos

pertencentes a dez (10) classes distintas, a fim de estabelecer o perfil de susceptibilidade das
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populacbes de BHC e de Vibrio, frente as drogas utilizadas tanto no tratamento de infecgdes
humanas, como na medicina veterinaria. Os agentes microbianos pertenciam as seguintes
classes: aminoglicosideos (estreptomicina, gentamicina); cefalosporinas (cefalotina,
cefoxitina, cefotaxima, cefepima); fenicdis (cloranfenicol, florfenicol); macrolideos
(eritromicina) monobactamicos (aztreonam); nitrofuranos (nitrofurantoina); penicilinas
(ampicilina, penicilina G); quinolonas (&cido nalidixico, ciprofloxacina); sulfonamidas
(sulfazotrim); tetraciclinas (tetraciclina, oxitetraciclina). O teste de antibiograma seguiu
protocolos estabelecidos por CLSI (2010).

O antibiograma foi dividido em dois (2) grupos: o primeiro foi formado pelas
cepas Gram-positivas pertencentes as BHC, e o segundo pelas cepas Gram-negativas
compostas pela populacdo de Vibrio e cerca da metade das BHC. Para cada grupo foram
testados 12 (doze) antimicrobianos pertencentes a oito (8) classe para o primeiro (QUADRO
1) e sete (7) para o segundo grupo (QUADRO 2). Os antimicrobianos selecionados para o
teste de susceptibilidade para as culturas bacterianas Gram-positivas foram: cefalotina;
cefepima; cefotaxima; ciprofloxacina; cloranfenicol; eritromicina; florfenicol; nitrofurantoina;
oxitetraciclina; penicilina G; sulfazotrim e tetraciclina; e para as Gram-negativas foram: o
acido nalidixico; ampicilina; aztreonam; cefalotina; cefepima; cefotaxima; cefoxiting;

cloranfenicol; estreptomicina; florfenicol; gentamicina e nitrofurantoina.

Quadro 1 — Interpretacdo dos halos de inibicdo para as cepas da populacdo Gram-positiva das
bactérias heterotroficas cultivaveis segundo o CLSI (2010)

_— . : Conc. Zona de inibi¢do (mm

Classe Antimicrobianos Sigla Discos* R I gdo ( S)
Cefalotina CFL 30 pug <14 15a17 >18
Cefalosporinas Cefepima CPM 30 pg <14 15a17 >18
Cefotaxima CTX 30 pg <14 15a22 > 23
Fenicéis Cloranf_enicol CLO 30 g <12 13al7 >18
Florfenicol FLF 30 ug <12 13a1l7 >18
Macrolideos Eritromicina ERI 15 pg <13 14a 20 >21
Nitrofuranos Nitrofurantoina NIT 30 pg <14 15a16 >17
Penicilinas Penicilina G PEN 10U <14 — > 15
Quinolonas Ciprofloxacina CIP 5 ug <15 16a20 >21
Sulfonamidas Sulfazotrim SUT 25 ug <10 11a15 > 16
Tetraciclinas Oxitetrac_iclina OTC 30 ug <14 15a18 >19
Tetraciclina TET 30 ug <14 15a18 >19

*Conc. disco = concentracdo do disco
R — Resistente; | — Intermediario; S — Sensivel.
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Quadro 2 — Interpretacdo dos halos de inibicdo para as cepas de Vibrio e populacdo Gram-
negativas das bactérias heterotréficas cultivaveis segundo o CLSI (2010)

- : : Conc. Zona de inibicdo (mm
Classe Antimicrobianos Sigla discos* R | cao ( S?
Aminoglicosideos | Estreptomicina EST 30ug | <11 12a14 >15
Gentamicina GEN 30 g <12 13a14 >15
Cefalotina CFL 30ug | <14 15a17 >18
. Cefepima CPM 30ug | <14 15a17 >18
Cefalosporinas | cefotaxima CTX | 30ug | <14 | 15a22 | >23
Cefoxitina CFO 30ug | <14 15a17 >18
Fenicois CIoranf_enicoI CLO 30upg | <12 13a17 >18
Florfenicol FLF 30ug | <12 13al7 > 18
Monobactamicos | Aztreonam ATM 30pg | <15 16a21 > 22
Nitrofuranos Nitrofurantoina NIT 30ug | <14 15a16 > 17
Penicilinas Ampicilina AMP 10pg | <13 14 a 16 > 17
Quinolonas Acido nalidixico NAL 30pg | <13 14 a 18 >19
*Conc. disco = concentracgdo do disco
R — Resistente; | — Intermediario; S — Sensivel.

Foi preparado um indculo a partir do crescimento bacteriano em meio agar TSA
1% e transferido com o auxilio de uma alca de niquel-cromo para salina a 1% até que se
conseguisse uma suspensdao compativel a turbidez padrdo correspondente a 0,5 da escala de
McFarland (1,5 x 108 UFC/mL). Para essa compatibilidade foi utilizado um espectrofotdmetro
(Micronal B542), em absorbancia de 625 nm. O limite de leitura aceitavel variou entre 0,08 e
0,10. Em placa de Petri contendo agar Mueller-Hinton numa espessura de 4 mm, o in6culo foi
espalhado uniformemente com o auxilio de um zaragatoa estéril, de modo a cobrir
homogeneamente toda a superficie da placa (FIGURA 4).

Foram utilizados discos de antimicrobianos comerciais da marca Laborclin, com
excecdo da oxitetraciclina, cujos discos foram confeccionados no proprio laboratério,
conforme as recomendacdes do CLSI (2010). Os discos foram aplicados no meio, inoculado
com o auxilio de uma pinca estéril, e pressionados, levemente, sobre a superficie do meio.
Apbs a secagem, por um periodo maximo de 15 minutos, as placas foram incubadas
invertidas, em estufa a 35 °C por 24 horas. A leitura do antibiograma foi realizada com
auxilio de um paquimetro digital (Digit), a partir da medi¢do em milimetros, do didmetro dos
halos de inibigcdo do crescimento das coldnias, frente ao antimicrobiano testado (FIGURA 4).
Os resultados obtidos foram comparados com os protocolos estabelecidos por CLSI (2010).
As cepas foram classificadas em sensiveis (S), intermediarias (I) ou resistentes (R) para cada

antimicrobiano testado de acordo com as recomendacdes do fabricante (QUADRO 1 e 2).
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Figura 4 — Esquema do método de difusdo em disco, utilizado para determinar o perfil de
susceptibilidade das cepas das populacdes das bactérias heterotroficas cultivaveis e de Vibrio,
isoladas das amostras de agua da area de coleta, do tecido e do liquido intervalvar das ostras
cultivadas e selvagens coletadas no estuério do rio Jaguaribe, Ceara
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4.3.2.7 Processo de cura de plasmideo

As cepas que apresentarem perfil de multirresisténcia (resisténcia a dois ou mais
antimicrobianos de diferentes classes) foram submetidas a tratamento com solucdo de
acridine orange (Sigma), a fim de estabelecer a origem genética da resisténcia (plasmidial ou
potencialmente cromossémica) de acordo com Molina-Aja et al. (2002).

O procedimento da cura plasmidial seguiu as seguintes etapas: ap0s o crescimento
bacteriano em meio agar TSA a 1% de NaCl, uma aliquota foi inoculada com o auxilio de
uma alca de niquel-cromo em meio TSB (caldo triptona de soja) a 1% de NaCl e incubados a
35 °C por 24 horas. Aliquotas das culturas renovadas foram adicionadas a tubos com o meio
caldo Luria Bertani (LB) a 1% de NaCl e suplementado com 100 pg/mL de acridine orange
(AO). O controle foi feito com indculo das culturas em caldo LB com 1% de NaCl sem adi¢do
de acridine orange. Os tubos foram incubados em estufa a 35 °C por 24 horas. Apos esse

periodo as cepas foram inoculadas em TSA a 1% de NaCl e depois foram incubadas
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novamente a 35 °C por 24 horas. Posteriormente estas culturas foram novamente expostas aos
mesmos antimicrobianos aos quais apresentaram resisténcia (FIGURA 5).

Figura 5 — Esquema do procedimento de cura plasmidial, ao qual foram submetidas as
estirpes bacterianas com perfil de multirresisténcia aos antimicrobianos testados
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paquimetro 35°C/24h) de uma pinga esterilizada

4.3.2.8 Determinacao da concentracao inibitéria minima (CIM)

A determinacdo da concentracdo inibitéria minima (CIM) foi realizada para as
cepas com perfil de multirresisténcia, aos antimicrobianos ampicilina (AMP) e penicilina G
(PEN). Segundo as recomendac¢des do CLSI (2010), foi utilizada a técnica de macrodilui¢do
em caldo Mueller-Hinton (MH) acrescido de 1% de NaCl (p/v).
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4.3.2.8.1. Preparo das solucGes estoque dos antimicrobianos

As solugdes-estoque foram preparadas em concentracdes dez (10) vezes superiores
a maior concentracdo analisada, utilizando-se diluentes e solventes diferentes para cada

antimicrobiano e estabelecendo-se a concentragdo de 1.000 ug/mL (CLSI, 2010).
4.3.2.8.1.1 Penicilina G

Foram suspensos 0,416 g de penicilina G (Teuto) solubilizados e diluidos em 100
mL de &gua destilada. A solucéo foi esterilizada por filtracdo a vacuo em membrana de 0,22

um de poro (Millipore).
4.3.2.8.1.2 Ampicilina

Foram suspensos 0,05 g de ampicilina tri-hidratada (Sigma A6140) e solubilizados
em tampdo fosfato de sodio 0,01 mol/L (pH 8,0). Posteriormente foi diluido em 100 mL de
tampado fosfato de sodio 0,01 mol/L (pH 6,0). A solucdo foi esterilizada por filtracdo a vacuo

em membrana de 0,22 um de poro (Millipore).
4.3.2.8.2 Preparo dos tubos com antimicrobianos

O tubos foram preparados com concentragdes de antimicrobiano que variaram de 0
(controle) a 128 pg, sem que o volume de antimicrobiano ultrapassasse 40% do volume final
no tubo (5 mL). A adicdo das aliquotas dos antimicrobianos, a partir dos estoques, foi
realizada apos esterilizagdo dos tubos dos ensaios com caldo MH 1% de NaCl em autoclave a
121 °C por 15 minutos (CLSI, 2010).

4.3.2.8.3 Preparo do inéculo

O indculo padréo inicial foi obtido com base no procedimento descrito no item
4.3.2.6, com turbidez semelhante a solucdo 0,5 na escala de MacFarland. Para se obter a
concentraco final de bactérias do teste CIM, o indculo inicial (1,5 x 102 UFC/mL) foi diluido
na proporcdo de 1:9 em solugédo salina a 1% de NacCl, correspondendo a uma concentracéo
bacteriana de 1,5 x 10" UFC/mL. Desta diluicdo foi retirada uma aliquota de 50 pL e
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inoculada nos tubos, com diferentes concentragcdes dos antimicrobianos, bem como no tubo
controle e incubados a 35 °C por 24 horas (CLSI, 2010).

4.3.2.8.4 Interpretacéo dos resultados

Apos o periodo de incubagdo, foi verificado se houve turvagdo ou néo, nos tubos
inoculados, a partir do tubo controle até aquele com maior concentracdo do antimicrobiano.
Foi considerada a concentracdo inibitéria minima (CIM) da cepa analisada, a menor

concentracdo de antimicrobiano, na qual o meio ndo ficou turvo.

4.3.2.9 Calculo do indice de mdltipla resisténcia antimicrobiana (MAR)

O indice de multipla resisténcia antimicrobiana (do inglés multiple antibiotic
resistance) por isolado foi calculado para as cepas de BHC Gram-positivas e Gram-negativas
e Vibrio spp., que apresentaram resisténcia a duas (2) ou mais classes de antimicrobianos, pela
formula a/b, onde “a” ¢ o numero de classes de antimicrobianos aos quais a cepa se mostrou
resistente ¢ “b” o niimero total de classes de antimicrobianos. Caso esse indice fosse superior

a 0,20 a cepa era considerada multirresistente (KRUMPERMAN, 1983).

4.4 Analise estatistica

Foi utilizado o programa estatistico Statsoft Statistica na versdo 7.0. Inicialmente,
os valores dos parametros morfométricos tanto para as ostras cultivadas quanto selvagens,
foram submetidos a andlise de correlacdo com as variaveis fisico-quimicas (temperatura,
salinidade e pH da agua). O mesmo foi feito entre os valores das unidades formadoras de
colbnias das ostras cultivadas e das ostras nativas com as variaveis fisico-quimicas

(temperatura, salinidade e os pH da agua, tecido e liquido intervalvar).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Parametros fisico-quimicos da agua nas areas de coleta

Na tabela 1 estdo apresentados os dados referentes aos parametros fisico-quimicos
registrados nas aguas de entorno das areas de coleta de ostras cultivadas (OC) e ostras

selvagens (OS) em dois (2) periodos: com chuvas escassas (estio) e chuvoso.

Tabela 1 — Média e desvio padrdo dos parametros fisico-quimicos das amostras de dgua nos
pontos de coleta de ostras (Crassostrea rhizophorae) durante os periodos de estio e chuvoso,
no estuario do rio Jaguaribe (Pontal do Maceid, Fortim — Ceara)

Fatores fisico-quimicos

Periodo Fonte Tem?oeé;;ltura Salinidade oH
. Area de 2074+144  4039+088 824+004
Estio cultivo
Banco natural 29,92 + 1,60 39,98+0,80 8,25+0,03
Area de 28,68+104  3656+152 8284007
Chuvoso cultivo
Banco natural 28,47 +£1,20 36,37+ 1,28 8,29 + 0,06

As temperaturas da agua do entorno nos locais de coleta das ostras durante a
estiagem variaram de 28 a 33 °C e de 28 a 34 °C, no banco e area onde se concentravam 0s
cultivos, respectivamente. No periodo chuvoso foram verificadas menores variagfes na
temperatura (27 a 30 °C) para ambos o0s pontos. A pouca variacdo na temperatura das aguas €
uma caracteristica do ambiente litoraneo cearense. Apesar de prevalecer o clima semi-arido
no Estado do Ceard, o litoral é regido por uma condicdo climatica descrita como tropical
chuvosa (SOUSA, 2006). As temperaturas registradas sdo consideradas ideais para a
proliferacdo de micro-organismos mesofilos, grupo do qual fazem parte 0s géneros
Aeromonas e Vibrio, além de outras bactérias heterotroficas (MADIGAN; MARTINKO;
PARKER, 2004).

Nas amostras de agua do periodo de estio, foi observada uma variacdo na
salinidade de 39 a 42 e de 38 a 42, para as OC e OS, respectivamente, e no periodo chuvoso
os valores variaram de 35 a 39, para as duas regides.

As salinidades ficaram em torno de 40 nas duas areas no periodo de estio, e 36 na
estacdo chuvosa. De acordo com alguns pesquisadores (COSTA et al., 2010; MCKINNON et
al., 2010; ODU et al.,, 2011; SILVEIRA et al., 2011; SOUSA et al., 2006; VIEIRA,
VASCONCELOS; CARVALHO, 2007), as precipitagdes pluviométricas que ocorrem na
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estacdo chuvosa contribuem para reduzir a salinidade, ocasionando uma diferenca da
salinidade entre os dois periodos estudados. As salinidades encontradas na estrutura de cultivo
e no banco natural da Crassostrea rhizophorae, sdo muito superiores aquelas recomendadas
pelo manual de cultura de bivalves da FAO Fisheries, que determina como adequada, uma
salinidade entre 20 e 25, para a malacocultura da espécie citada (HELM; BOURNE;
LOVATELLI, 2004).

Guimardes, Momesso e Pupo (2008) afirmam que as salinidades abaixo de 10 e
superiores a 30 causam estresse e inviabilizam o cultivo da C. rhizophorae, ocorrendo um
indice elevado de mortalidade.

Alguns autores (ALVARENGA; NALESSO, 2006; BRITO, 2008; VILANOVA,;
FONTELES-FILHO, 1989) ratificam que salinidade acima de 30 pode interferir no
crescimento da Crassostreas spp., visto que segundo Fernandez-Reiriz, Navarro, Labarta
(2005) e Zhuang (2006a) salinidade interfere diretamente na taxa de ingestéo e eficiéncia de
assimilacdo dos animais (FERNANDEZ-REIRIZ; NAVARRO; LABARTA, 2005;
ZHUANG, 2006). Em nossa pesquisa, foi observada frequentemente a presenca de conchas
vazias tanto da estrutura de cultivo como do banco natural, porém a causa da mortalidade das
ostras ndo pode ser associada somente a salinidade, uma vez que era constatado também a
predacdo por moluscos gastrépodes nos dois locais.

O pH na &gua do entorno das areas de coleta apresentou pouca varia¢do ficando
em torno de 8,0 para ambos os periodos ao contrario do que foi observado por Vieira,
Vasconcelos e Carvalho (2007) no mesmo local. Contudo, Sousa et al. (2006) também
relataram pouca variacdo dos valores de pH da agua, no estuario do rio Jaguaribe e em mais
trés (3) estuarios (rio Pacoti, rio Choro e rio Pirangi) no Estado do Ceara. A ocorréncia ou ndo
de precipitacdo pluviométrica durante os periodos de coleta nessas pesquisas poderiam
explicar as diferentes situacdes registradas.

De acordo com Pereira et al. (2001), o pH da agua abaixo de 6,72 reduz a taxa de
filtracdo da ostra, com reducdo na captacdo de alimento. Como na presente pesquisa o pH
esteve acima de 8,0, seu valor ndo deve ter inviabilizado o processo de alimentagcdo dos

animais.
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5.2 Morfometria e parametros fisico-quimicos das ostras

As caracteristicas morfométricas das ostras e variaveis fisico-quimicas dos tecidos
moles e liquido intervalvar dos animais foram registrados na tabela 2. Para acompanhar o
crescimento dos espécimes ao longo do periodo de coleta foi estabelecida a biometria das
conchas entre os animais coletados. A média dos tamanhos das conchas, por coleta, das OC e
OS variou de 42,38 a 60,66 mm e de 36,15 a 48,63 mm, respectivamente. A média geral de
todas as amostras foi de 48,35 mm para as OC e de 38,73 mm para OS.

O peso médio dos tecidos moles (TM) entre os animais dos dois locais variou de
1,70 a 3,30 mg (OC) e de 1,24 a 2,12 (OS), com médias gerais de 2,51 mg e 1,53 mg,
respectivamente.

O volume médio, por coleta, do liquido intervalvar (LI) das OC e OS variou de
1,41 a 3,26 mL e de 0,65 a 1,97 mL, com médias gerais de 2,24 mL e 1,23 mL,
respectivamente.

O pH das amostras de TM das OC e OS variou de 6,23 a 6,37 e de 6,23 a 6,64,
durante a estiagem, respectivamente, e no periodo chuvoso de 6,11 a 6,26 e de 6,16 a 6,28
para as OC e OS, respectivamente. J& os valores de pH registrados no LI das OC e OS
variaram de 6,88 a 7,16 e de 6,85 a 7,15 durante a estiagem, respectivamente, e no periodo
chuvoso de 6,76 a 7,02 e de 6,83 a 7,08 para as OC e OS, respectivamente. Dentre 0s
parametros fisico-quimicos (temperatura, salinidade e pH) avaliados na dgua, nenhum deles
apresentou correlagdo com as caracteristicas morfométricas (tamanho das conchas, peso do
tecido mole e volume do liquido intervalvar) dos espécimes de C. rhizophorae cultivados ou

selvagens, durante todo o periodo estudado.



Tabela 2 — Média e desvio padrdo das medidas morfométricas e fisico-quimicas dos espécimes de ostras (Crassostrea rhizophorae) selvagens e

cultivadas, coletadas na area do rio Jaguaribe (Pontal do Maceié em Fortim — Ceara)

Fatores fisico-quimicos

Periodo Fonte N. de amostra* Tecido Liquido
Tamanho (mm)* Peso (g)* > Volume i
' g p (mL)* p
'?Jfﬁ\f’oe 10+0 5721+745  235+034 631+005 240+053 7,05+ 0,08
Estio
ri?ﬂfgl 1125 + 1.68 3060+388  166+028 640+010 152+053 7,00+ 0,08
gﬁ: \;joe 1520 f114s450 258038 617%004 193037 694009
Chuvoso
ri?ﬂf;l 18,06+ 2.16 3819+370  138+008 622+003 086+027 7,00+0,07

*: Média geométrica;

09
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Nufiez et al. (2010) no entanto, comprovaram que a temperatura e a biomassa
fitoplanctonica foram as principais variaveis ambientais que influenciaram o crescimento de
C. rhizophorae cultivadas em regides subtidal e intertidal, no Golfo de Cariaco, Venezuela.

Ostras do género Crassostrea sao extremamente tolerantes a temperatura e
salinidade no ambiente de cultivo. Em experimento, feito entre o crescimento das ostras (C.
gigas, C. rhizophorae e C. virginica) e variagdo desses dois fatores, Helm, Bourne e Lovatelli
(2004) concluiram que a temperatura ideal é de 28 °C e a salinidade de 25. No presente
estudo, portanto, as médias dos dois parametros ambientais estiveram acima do considerado

ideal pela literatura.

5.3 Quantificacdo de bactérias heterotroficas cultivaveis

A caracteristica de alimentagdo dos moluscos faz com que esses animais
acumulem no seu trato intestinal, concentracGes elevadas de células bacterianas e outras
moléculas presentes nas dguas de entorno. Isso fez com que esses organismos sejam utilizados
em programas de monitoramento, como bioindicadores da qualidade do ambiente aquéatico
(FARRAPEIRA et al., 2010; MINGUEZ et al., 2011).

As densidades das populagdes de bactérias heterotroficas encontrados nas amostras
de agua e em diferentes estruturas das ostras coletadas estdo apresentadas na tabela 3. A
contagem de BHC em amostras de 4gua, TM e LI das OC variou de 490 a 40 x 10° UFC/mL,
48 x 10 a 11 x 10° UFC/g, <100 a 16 x 10° UFC/mL estimado (est.), respectivamente, e nas
OS de 340 a 18 x 10° UFC/mL, 32 x 10? a 44 x 10* UFC/g, 13 x 10 a 54 x 10* UFC/mL,
respectivamente.

Na Nigéria, Eduok et al. (2010) detectaram contagens de BHC, em amostras de
4gua e ostras (Crassostrea tulipa), variando de 8,8 x 10* a 10,8 x 10* UFC/mL e de 12,5 x 10°
a 17,9 x 10° UFC/g, respectivamente. Resultados menores foram encontrados por Pujalte et
al. (1999), com contagens de BHC variando de 32 x 10° a 37 x 10° UFC/g e de 87 a 54 x 10?
UFC/g em amostras de ostra (Ostrea edulis) e de agua do mar, respectivamente, na costa de

Vinaroz, na Espanha.



Tabela 3 — Contagens de bactérias heterotréficas cultivaveis (BHC) nas amostras de agua, liquido intervalvar e tecido de ostras (Crassostrea
rhizophorae) cultivadas e selvagens, coletadas no periodo de estio e chuvoso no Pontal do Maceié em Fortim — Ceara

Unidades formadoras de col6nias (UFC) de BHC

Periodo Coletas Cultivadas Selvagens
Agua | Tecido | Liquido Agua | Tecido | Liquido
12 40 x 10° 56 x 10° 61 x 10° 560 19,1 x 10° 61 x 10°
22 16,5 x 10° 45 x 10* 78,5 x 10° 94,5 x 10° 44 x 10* 37,5 x 10°
Estio 3 51 x 1035 16,9 x 1(34 10 x 1045 12,2 x 102 15,1 x 1(3)4 33,5x 10431
42 11,7 x 10 11 x 10 17,6 x 10 17,9 x 10 95 x 10 54,5 x 10
5a 35,5 x 10° 12,6 x 10* 22,4 x 10° 37,5 x 10° 61 x 10° 17,6 x 10°
MG 10,7 x 10* 35,8 x 10* 11,4 x 10* 33,7 x 10° 94 x 10° 37,4 x 10°
62 34,5 x 10° 88,5 x 10* <100* 33 x 10° 18,4 x 10* 33x10°
78 88 x 10° 10,3 x 10* 16,2 x 10* 10,5 x 10° 20,4 x 10° 18,2 x 10°
Chuvoso 82 490 , 48 x 1024 15,7 x 102 345 , 32 x 1024 13,3 x 1(3)2
92 62 x 10 35,5 x 10 47,5x 10 51,5 x 10 13,5 x 10 35 x 10
102 87 x 10* 10,6 x 10° 15,6 x 10°* 78 x 10* 41 x 10° 40,7 x 10**
MG 95,7 x 10° 27,8 x 10* 28,5 x 10° 86,3 x 10° 36,7 x 10° 25,7 x 10°

*: estimativa; MG: média geométrica.

29
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As médias geométricas de BHC nas amostras da agua, TM e LI de ostras
cultivadas foram de 10,7 x 10* UFC/mL, 35,8 x 10* UFC/g, 11,4 x 10* UFC/mL no periodo
de estio, e de 95,7 x 10?> UFC/mL, 27,8 x 10* UFC/g, 28,5 x 10° UFC/mL, no periodo
chuvoso, respectivamente. Nas amostras de dgua, TM e LI das OS obtiveram valores médios
de 33,7 x 10° UFC/mL, 94 x 10° UFC/g, 37,4 x 10° UFC/mL no periodo de estio, e de 86,3 x
10? UFC/mL, 36,7 x 10° UFC/g, 25,7 x 10® UFC/mL, no periodo chuvoso, respectivamente.
Paillard, Ashton-Alcox e Ford (1996) relataram quantificagdes médias de 1,7 x 10° UFC/g e
de 4,7 x 10° UFC/mL, nos TE e LI de ostras (C. virginica) sadias extraidas de Long Island,
nos Estados Unidos, respectivamente. Esses resultados foram superiores aos observados no
presente trabalho.

Durante a estiagem foram as amostras de dgua e de TM e LI das OC que tiveram
maiores médias de quantificacdes de BHC, e no periodo chuvoso foram as amostras de TM
das OC que tiveram maior média da populacdo de BHC. Contudo, o maior indice médio da
populacdo das BHC durante todo o periodo de andlise, foram concentrados nas amostras de
tecidos moles das OC (31,5 x 10* UFC/g).

As médias geométricas das quantificacdes de BHC das amostras de agua, TM e LI
como um todo foram de 60 x 10° UFC/mL, 18,3 x 10* UFC/g, 65,2 x 10° UFC/mL no periodo
de estio e de 90,9 x 10> UFC/mL, 10,1 x 10* UFC/g, 27,1 x 10° UFC/mL, no periodo
chuvoso. Durante a estiagem foi notavel a elevacdo no nimero das populacbes de BHC, entre
as amostras TM sobre as de agua e LI. Consequentemente, calculando-se a média geométrica
de todas as amostras, as de TM tiveram a maior populacdo de BHC (13,6 x 10* UFC/g).

A incidéncia de chuvas foi uma variavel determinante sobre a densidade
populacional de bactérias na dgua. As maiores contagens de BHCBHC nas amostras de dgua
foram observadas no periodo de estiagem, sugerindo um efeito diluidor das chuvas sobre a
microbiota de corpos aquaticos. Esse efeito ja foi verificado em trabalhos anteriores em
estuarios da costa cearense (SOUSA, 2006; VIEIRA; VASCONCELOS; CARVALHO,
2007). O mesmo efeito ndo foi evidenciado sobre a microbiota do tecido e liquido intervalar
das ostras. Mesmo com a reducdo da carga microbiana na agua circundante, a densidade de
bactérias no interior das ostras continuou elevada.

Contudo, alguns autores (CAVALLO; ACQUAVIVA; STABILI, 2009; KOLM;
ABSHER, 1995; STABILI; CAVALLO, 2004), observaram correlacbes positivas entre as
bactérias heterotroficas cultivaveis, temperatura e pluviosidade durante o periodo mais quente
do ano, comprovando que o aumento das bactérias no verdo (estacdo chuvosa) foi

influenciado néo so6 pelo aumento da pluviosidade, mas também pela elevacéo da temperatura.
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Em um estudo semelhante, foi possivel se determinar a influéncia sazonal nas
contagens de BHC em bivalves, assim, os autores concluiram, que durante a estiagem a
populacdo de BHC foi significativamente maior nos TM do que no periodo chuvoso (ADJEI-
BOATENG; AMISAH; QUAGRAINIE, 2009).

Corroborando com a pesquisa, Eduok et al. (2010), Pujalte et al. (1999), Vieira,
Vasconcelos e Carvalho (2007) confirmam uma maior abundancia das BHC nos TM das
ostras, do que na &gua circundante. Segundo Valley et al. (2009), as ostras funcionam como
microambientes que permitem a proliferacdo da maioria das espécies bacterianas que se
especializam nesses ambientes, podendo coabitar com espécies transientes ingeridas durante o
processo respiratério e mecanismos de alimentac&o.

Cavallo, Acquaviva e Stabili (2009) realizaram uma pesquisa similar sobre a
quantificacdo de BHC em Mytilus galloprovincialis e da dgua circundante, em trés (3) pontos
(S. Vito, Lido Gandoli e Lido Silvana), no norte do Mar Jonico, na Itlia, e puderam concluir
também, que o nimero de BHC presente nos bivalves foi superior ao da 4gua circundante. Na
Tunisia, Mechri et al. (2011), também confirmaram a superioridade do nimero de BHC em
bivalves (Ruditapes decussatus) sobre amostras de agua do entorno, coletadas no Golfo de
Gabes.

Segundo Pavlov et al. (2004) a maioria das BHC s&o inofensivas a grande parte da
populacdo, porém uma parcela da humanidade composta por individuos imunocomprometidos
podem estar em risco. Os autores apontam resultados perigosos, obtidos em estudo com 339
(trezentas e trinta e nove) cepas isoladas de corpos de agua potavel tratada e ndo tratada, na
Africa do Sul, das quais, 55,5% (188) dos isolados apresentaram alfa ou beta hemdlise em
agar sangue humano e de cavalo. A partir das cepas hemoliticas (188) foram também
realizados e confirmados outros testes potenciais de patogenicidade, com condroitinase
(5,3%), coagulase-positiva (16%), DNase (60,6%), elastase (33%), fibrinolisina (53,7%),
gelatinase (62,2%), hialuronidase (21,3%), lecitinase (47,9%), lipase (54,8%) e proteinase
(64,4%).

Gall, Hassen e Gall (1997) descrevem as bactérias heterotroficas como uma das
bases do nivel tréfico, no fluxo de carbono e nitrogénio em animais filtradores. Segundo os
autores, o bacterioplancton € responsavel por 56% da biomassa do carbono organico
assimilado pelas ostras, porém as bactérias possuem um tamanho diminuto, e ndo sao retidas
no processo de alimentacdo, sem a interferéncia de ciliados (protozoarios) como

intermediérios no fluxo de energias, das bactérias heterotroficas para as ostras.
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A legislagdo brasileira ndo estabelece niveis de BHC nos tecidos moles de ostras
destinadas ao consumo, por isso foi feita uma comparagdo com 0s parametros preconizados
pela agéncia americana Food and Drug Administration (FDA). De acordo com a legislacéo
americana, os niveis de bactérias devem ser inferiores a 5 x 10° UFC/g (CFSAN, 2003).
Analisando as contagens bacterianas nos tecidos moles das ostras foi possivel verificar que
30% (3) das amostras estavam acima dos padrdes estabelecidos como aceitavel entre os
espéecimes cultivados, enquanto que nas ostras nativas 100% (10) das amostras se mostraram
adequadas para consumo. A diferenca nos niveis de contaminacdo bacteriana nas duas
populacdes de ostras, pode ser resultado da proximidade dos cultivos da &rea urbana da cidade
de Fortim sofrendo influéncia de esgotos domésticos.

Adjei-Boateng, Amisah, Quagrainie (2009), Eduok et al. (2010) e Hatha et al.
(2005), em estudos sobre a quantificacdo de BHC em bivalves, descreveram resultados muito
superiores aos deste estudo, 0s autores constataram um percentual de reprovacgédo igual ou
superior a 95% das amostras de tecido dos bivalves. Os autores relacionaram esses valores
elevados de BHC nos animais a contaminacdo dos estuarios por descarte inadequado de
esgoto bruto e/ou parcialmente tratado como também de residuos industriais.

Diante do nimero elevado de BHC, principalmente nas ostras retiradas do cultivo,
sugere-se que, seguindo recomendacdo feita por Eduok et al. (2010) e Hatha et al. (2005), seja
feita a depuracdo dos moluscos bivalves em agua corrente limpa e/ou coccéo, para reduzir a
carga bacteriana a niveis aceitaveis.

Dentre os parametros ambientais estudados, apenas a salinidade foi correlacionada
(r>0,9eP =0,02) com as contagens das BHC presentes nos LI das OC coletados durante a
estacdo chuvosa. Entretanto, diferentemente dos resultados descritos, Valle et al. (2009)
relatam a influéncia da temperatura sobre abundancia das BHC em amostra de ostra e agua.
Cavallo, Acquaviva e Stabili (2009), também comprovaram uma correlagdo positiva entre a
quantificacdo de BHC e a temperatura da agua circundante, em amostras de bivalves e agua.

Outros trabalhos, como os de Stabili e Cavallo (2011) mencionaram a influéncia
da temperatura sobre a contagem das BHC, em aguas costeiras de San Cataldo e Otranto
(Italia). No entanto, a sazonalidade ndo foi evidenciada em outros dois pontos (Santa Maria di
Leuca e Brindisi), principalmente devido a presenca de duas fontes pontuais de nutrientes
(residuos industriais e urbanos) que os supriam durante o inverno e verdo, assim sustentando o
crescimento bacteriano ao longo do ano.

No México, Gonzalez-Acosta et al. (2006) pesquisando BHC em sedimentos de

manguezais, detectaram correlacdo negativa entre a temperatura da agua com abundancia das
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BHC. Segundo os mesmos autores, este fato possivelmente esteve relacionado a redugéo do
oxigénio na agua e ao aumento da temperatura, que favoreceram a elevada proliferacdo de
algas e microalgas, devido a eutrofizacdo, fazendo com que as bactérias migrassem para a
coluna d’agua.

Segundo Paillard, Roux e Borrego (2004) a microbiota de organismos aquaticos é
muito rica, e muitos desses micro-organismos se comportam como patégenos oportunistas,
necessitando apenas de uma variagdo das condi¢bes ambientais, para gerar um quadro
infeccioso. Os autores consideram a temperatura, como um dos principais fatores ambientais,
no desencadeamento de doencas bacterianas em bivalves.

Justificando os dados, Evans et al. (2011) determinaram a salinidade e o nitrogénio
(nitrito, nitrato, e as concentracbes de amdnia), como 0s principais parametros ambientais
moduladores da comunidade microbiana, sendo responsaveis por 72% das variagbes da
estrutura populacional. Conforme Silveira et al. (2011), a salinidade é o principal parametro
abidtico em ambientes aquaticos, que determina composicdo e abundancia da populagéo
microbiana heterotrofica.

Segundo alguns autores (BAATH, 2010; CARPENTER; BROADBENT, 2009;
FRANCO; LANDGRAF, 1996; MADIGAN et al. 2010a; ROUSK et al., 2010; RUSSELL;
DOMBROWSKI, 1980) os micro-organismos possuem valores de pH minimo, 6timo e
maximo para sua multiplicacdo, e a maioria das bactérias apresentam melhor
desenvolvimento em ambientes com pH por volta da neutralidade (6,5 a 7,5), porém as
bactérias tém preferéncia por habitats alcalinos, podendo apresentar crescimento em pH
variando de 4,52 9.

De acordo com Lindstrom, Agterveld e Zwart (2006) o pH é a varidvel ambiental
mais fortemente correlacionada com os padrbes de distribuicdo dos grupos bacterianos. Os
autores relatam para ecossistemas aquaticos as diferentes classes de bactérias que habitam
estes locais, podendo apresentar correlagdes proporcionais ou inversamente proporcionais ao
pH, dependendo apenas da afinidade destas por meios mais alcalinos ou acidos. Por esta
razdo, muitas vezes as populagbes bacterianas ndo apresentam uma correlacdo clara com o
pH, quando analisadas como um todo.

A pouca oscilacdo dos pardmetros ambientais (temperatura, salinidade e pH) na
agua, analisada na presente pesquisa, durante as estacdes estudadas, explica a inexisténcia de
correlagdo com as contagens das BHC. Resultados similares foram relatados por Stabili e

Cavallo (2011), analisando uma area na costa italiana no mar Adriatico.
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5.4 Quantificacao de Vibrio spp.

Os vibrios, que fazem parte das BHC (STALEY et al., 2005), foram quantificados
separadamente. O género Vibrio é composto por espécies que tem importancia para a saude
humana e a dos animais aquaticos marinhos cultivados, além de desempenharem um
importante papel ecolégico no ambiente estuarino (IGBINOSA; OBI; OKOH, 2009;
THOMPSON; LIDA; SWINGS, 2004).

As densidades das populagdes de vibrios encontrados nas amostras de dgua e em
diferentes estruturas internas das ostras coletadas estdo apresentadas na tabela 4.

As médias geométricas das quantificacbes de Vibrio spp. das amostras de agua,
TM e LI foram de 41,9 UFC/mL, 339 UFC/g, 50,8 UFC/mL, no periodo de estio, e 26,3
UFC/mL, 282 UFC/g, 63,1 UFC/mL, no periodo chuvoso, respectivamente. Os resultados
médios obtidos destas quantificacbes demonstraram uma populagdo maior no TM (309
UFC/g), do que nas amostras d’agua (33,2 UFC/mL) e LI das ostras (56,6 UFC/mL).

Verificando as contagens por tipo de amostra, percebem-se maiores valores na
amostra de tecido das OC (275 UFC/g) e OS (418 UFC/qg), durante o periodo de estio, e
maiores contagens nos tecidos das OC (595 UFC/g) e OS (133 UFC/g), e no LI das OC (191
UFC/qg), no periodo chuvoso. Contudo, ndo houve diferenca significativa entre as estacdes por
amostras equivalentes, assim, as contagens ndo sofreram influéncias sazonais. Vieira,
Vasconcelos e Carvalho (2007) estudando o mesmo estuario, também verificaram um ndmero
maior de Vibrio spp. nas ostras (C. rhizophorae) do que na agua. Outras pesquisas também
relacionaram maiores densidades populacionais de vibrios nos tecidos de moluscos bivalves
comparados com a agua de entorno (EDUOK et al., 2010, MECHRI et al., 2011). Esse fato ja
era esperado, uma vez que esses moluscos bivalves se alimentam filtrando a agua e
acumulando em seus tecidos particulas presentes, inclusive bactérias.

De acordo com Saulnier et al. (2010), a carga bacteriana presente nos TM das
ostras pode oscilar conforme a origem do animais e a epoca do ano, com uma tendéncia

crescente quando a temperatura da agua for superior a 19 °C.



Tabela 4 — Contagens de Vibrio spp. nas amostras de agua, liquido intervalvar e tecido de ostras (Crassostrea rhizophorae) cultivadas e
selvagens, coletadas no periodo de estio e chuvoso no Pontal do Maceié em Fortim — Ceara

Unidades formadoras de colonias (UFC) de Vibrio spp.
Periodo Coletas Cultivadas Selvagens
Agua | Tecido | Liquido Agua | Tecido | Liquido
18 150* 14,5 x 10° 375* 700* 21,8 x 10° 325*
28 <20* 625 75* 50* 290 25*
Estio 3@ <20* 25* 125* <20* 325* 25*
42 50* 400* <20* <20* 50* <20*
58 <20* 175* <20* <20* 125* <20*
MG 35,5 275 67,5 48,9 418 38,2
62 <20* 175* 175* 25* 25* <20*
78 <20* 975* 150* <20* 100* <20*
Chuvoso g 25* 11,8 x 1022* 425* <20* 300* <20*
92 125* 16 x 10 75*% 25* 750* 25*
102 25* 225* 300* <20* 75* <20*
MG 31,5 595 191 21,9 133 20,9

*: estimativa; MG: média geométrica.

89



69

Em Vieira et al. (2010b), a quantificacdo de Vibrio spp. em C. rhizophorae
cultivadas no estuario do rio Pacoti, no Estado do Ceard, foi muito superior as mencionadas
neste trabalho, variando de 25 a 59 x 10° UFC/g, e com uma média de 23,8 x 10* UFC/g por
amostra de TM e LI. Isso pode estar relacionado ao grande aporte de matéria organica lancada
nesse rio proveniente de areas metropolitanas de municipios que ndo cotam com tratamento
de esgotos.

A contagem elevada de Vibrio spp. em ostras pode viabilizar a presenca de
espeécies patogénicas ao homem, como V. parahaemolyticus, V. carchariae, V. alginolyticus e
V. vulnificus. Em uma pesquisa, na qual foi analisada a microbiota dos tecidos e LI de C.
rhizophorae in natura, servida em restaurantes do Rio de Janeiro, mais de 60% dos isolados
foram identificados como pertencentes as espécies patogénicas citadas (PEREIRA; VIANA;
RODRIGUES, 2007).

Segundo a FDA (2009), os vibrios marinhos sdo responsaveis, nos Estados
Unidos, por uma parcela do quadro de doengas e mortes relacionadas aos alimentos. Como
micro-organismos autoctones de ambientes costeiros, essas bactérias ndo apresentam
correlagdo com a poluicdo destes, portanto, o controle ambiental ndo resultarad na diminuicao
desse risco. E consenso entre as autoridades de saude, que pessoas clinicamente
comprometidas devem evitar o consumo de moluscos crus, devido ao risco de exposi¢do a um
grande numero de bactérias potencialmente patogénicas.

Rodrigues et al. (2001) estudaram a incidéncia de vibrides em feridas cutaneas,
com processo infeccioso, em pescadores do municipio de Raposa, Estado do Maranhdo, e
constataram que 42% (21) dos individuos eram portadores de Vibrio spp. As espécies mais
frequentemente isoladas foram: V. alginolyticus (66,6%), V. parahaemolyticus (42,8%) e V.
cholerae ndo O1 (9,5%).

Espécies do género Vibrio também podem atuar como importantes patdégenos de
moluscos. Na Franca, Irlanda e Reino Unido espécies de Vibrio foram relacionadas como
principais responsaveis pela mortalidade em populacdes de ostras do Pacifico (C. gigas)
durante o verdo (EFESA, 2010).

Os parametros ambientais da dgua (temperatura, salinidade e pH) e as contagens
de Vibrio spp. registradas, ndo apresentaram correlacdo. A salinidade foi o pardmetro
ambiental, que apresentou maior variacdo entre os dois periodos estudados, no entanto, foi
constatada a auséncia de influéncia desta sobre as contagens de Vibrio spp. A auséncia de
correlacdo entre a quantificagdo de Vibrio spp. e a salinidade da dgua, também foi verificada

por Costa et al. (2010), no estuario do rio Coreal (Ceara, Brasil). Reyes-Velazquez et al.,
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(2010) observaram a auséncia de correlacdo entre contagens da espécie V. alginolyticus das
amostras de &gua de um sistema lagunar, na costa do Golfo do México com a salinidade ou
temperatura. Na Holanda, essa falta de correlacdo entre o nimero de Vibrio spp. e a
temperatura da 4gua foi mencionada por Schets et al. (2011).

Em contrapartida, Igbinosa, Okoh (2008), Igbinosa, Obi e Okoh (2011) ressaltam
que a temperatura, salinidade e pH da &gua sdo os principais fatores que influenciam na
distribuicdo de Vibrio spp. em ambientes aquaticos, associados a organismos ou como células
livres, em regides de clima temperado. Pereira et al. (2011) relataram uma sazonalidade das
principais espécies de Vibrio patogénicas para o homem (V. anguillarum, V. vulnificus, V.
alginolyticus e V. parahaemolyticus), com um aumento na abundancia do género relacionada
ao aumento da temperatura, em regides de clima tropical.

O pH (agua, TM e LI das ostras) foi o parametro ambiental, que apresentou menor
oscilacdo durante o periodo estudado, com desvio padrdo variando de 0,03 a 0,10, porém,
diferentemente dos resultados expostos da presente pesquisa, Costa et al. (2010) e Vieira et al.
(2010b) observaram uma correlacdo entre a contagem de Vibrio spp. e os valores de pH da
agua. A justificativa desse fato, segundo Donovan e Netten (1995), é que os vibrios crescem
melhor sob condi¢des alcalinas, portanto o crescimento foi favorecido no ambiente com pH
na faixa de 8,4 a 8,6.

Conforme Vieira, Vasconcelos e Carvalho (2007), a quantificacdo elevada de
Vibrio spp. nas ostras originarias do estuario do Jaguaribe pode ser explicada, pela descarga
de efluentes e carreamento de matéria organica para o estuario. A forte presenca da atividade
de carcinicultura na regido e o potencial patogénico apresentado pelos vibrios a saide humana
devem ser fatores considerados na elaboracdo de uma legislacdo clara e especifica, que
regulamente os niveis dessas bactérias em moluscos e em aguas destinadas ao cultivo de

organismos aquaticos.

5.5 Diversidade bacteriana cultivavel

Das 240 (duzentos e quarenta) cepas isoladas do grupo das BHC em meio PCA,
sendo que, para cada estacdo foram isoladas 120 (50%). Entre esses, 50,1% (122) do total das
cepas foi considerado como viavel, mas ndo cultivavel (VNC). Essas estirpes tiveram como
caracteristica um crescimento primario, sobre a superficie do meio seletivo, mas a néo

culturabilidade apds isolamento. Segundo Pavlov et al. (2004) é comum a formacdo de
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colbnias bacterianas VNC, entre as popula¢bes de BHC, no entanto, a importancia dessas
bactérias, para a salde humana é considerada como area de investigacdes futuras.

Desde 1982 a comunidade cientifica tem conhecimento de que bactérias
metabolicamente ativas, ndo sdo capazes de crescer em meios de cultura. Bactérias
submetidas a estresses ambientais (escassez de nutrientes, variacbes de pH, salinidade e
temperatura) poderiam entrar em um estado chamado de VNC (THOMPSON; LIDA;
SWINGS, 2004). Estas bactérias quando semeadas em meios de cultura convencionais podem
ou ndo voltar ao estado vegetativo (IGBINOSA; OKOH, 2008).

Gonzalez-Acost et al. (2006) apontam as bactérias VNC, juntamente com
cultivdveis, como participantes ativas na biomineralizacdo da matéria organica e
biotransformacdo de minerais, principalmente em manguezais, ecossistemas marinhos
altamente produtivos.

Indubitavelmente, a maioria das BHC néo é facilmente cultivada usando técnicas
microbioldgicas convencionais. Ja a abordagem através das técnicas de biologia molecular
independente de meios de cultura, fornece um quadro mais completo no estudo das
comunidades bacterianas (FRIEDRICH et al., 2000; VALLEY et al., 2009).

Das 118 (cento e dezoito) cepas bacterianas que permaneceram Viaveis e
cultivaveis, 59 (cinquenta e nove) foram Gram-positivas e 59 (cinquenta e nove) Gram-
negativas. Segundo Stabili e Cavallo (2011), a abundéncia elevada de bactérias Gram-
positivas em ecossistemas costeiros aquaticos € comum em regides tropicais e temperadas e
em sua pesquisa sobre a composi¢cdo da comunidade bacteriana da zona costeira da Italia, as
Gram-positivas corresponderam ha um pouco mais de 25% dos isolados.

Em outro estudo com bivalves (C. lugubris e Perna viridis) e dgua circundante,
provenientes do Golfo de Nha Trang, no Vietnd, o percentual de Gram-positivas entre 0s
isolados variou de 30 a 50% das BHC (BELENEVA et al., 2007).

Do total de cepas heterotroficas isoladas, duas (2) Gram-positivas e 15 (quinze)
Gram-negativas ndo foram identificadas. Na tabela 5 encontra-se o percentual das linhagens
bacterianas isoladas e identificadas, por tipo de amostra. Entre as linhagens de bacterianas
Gram-positivas, 0 maior nimero de cepas identificadas foi isolado das amostras de TM (14)
das OS, seguido pela 4gua (13) da estrutura de cultivo e do TM (12) das OC. Entre as Gram-
negativas o maior nimero de cepas identificadas foi originada das amostras de TM (12) das
OC, seguido pelo LI (10) das mesmas, e TM (10) das OS.
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Tabela 5 — Distribuicdo das linhagens identificadas de bactéerias heterotroficas cultivaveis
Gram-positivas e Gram-negativas por amostras de agua, liquido intervalvar e tecidos moles de
ostras Crassostrea rhizophorae coletadas em uma estrutura de cultivo e em banco natural do
estudrio do Jaguaribe (Fortim — CE)

Numero de cepas de bactérias heterotréficas cultivaveis

Amostra | Fonte Grame-positivas Gram-negativas Total
Bacilo | Cocos | (%) | Bacilo | Cocobacilos | (%) (%)

Agua EC 12 1 12,9% 3 0 3% 15,8%
BN 6 0 5,9% 3 0 3% 8,9%

Tecido oC 10 1 10,9% 11 1 11,9% 22,8%
mole (OF] 13 1 13,9% 9 1 9,9%  23,8%
Liquido oC 1 2 3% 10 0 9,9% 12,9%
intervalvar ~ OS 9 1 9,9% 6 0 59% 15,8%
Total (%) 50,5% 5,9% 41,6% 2% 100%

(%): percentual; EC: estrutura de cultivo; BN: banco natural; OC: ostras cultivadas; OS: ostras selvagens.

Na tabela 6 encontram-se divididos, por tipo de amostra e periodo do ano, a
diversidade bacteriana das linhagens de BHC Gram-positivas e Gram-negativas,
respectivamente, obtidas das ostras e aguas do entorno de uma estrutura de cultivo e um
banco natural, na zona de influéncia do rio Jaguaribe (Fortim — CE).



73

Tabela 6 — Distribuicdo de acordo com as caracteristicas morfotintoriais e identificacdo das
espécies bacterianas isoladas das amostras de &gua, liquido intervalvar e tecidos moles ostras
(Crassostrea rhizophorae), coletadas no estuario do Jaguaribe (Fortim — CE), durante a
estiagem e a estacdo chuvosa

Fonte de isolamento
Periodo | BHC Espécies Agua Tecido mole | . lduido
intervalvar
EC | BN| oCc | 0S | oc | ©S
Bacillus spp. 1 2 1 1 4
G+ Corynebacterium 4 5 5 1
spp.
Listeria spp. 1 1
Aeromonas spp. 1 2 4 4 6 2
Acinetobacter 1
Estio baumannii
Moraxella lacunata 1
G Pseudomonas 1
oryzihabitans
Vibrio alginolyticus 1 1
V. cholerae 1
V. coralliilyticus 1
V. vulnificus B1 1
Bacillus spp. 5 2 4 7 2
Corynebacterium 1 1 5 5
spp.
Chuvoso G+  Kurthia sp. 1 1
Listeria sp. 1 1
Oerskovia sp. 1
Staphylococcus spp. 1 1 1 2 1
Aeromonas sp. 1
Citrobacter freundii 1
Escherichia coli 1
Pseudomonas 1 1
aeruginosa
V. alginolyticus 2 1
V. ichthyoenteri 1
V. litoralis 1
Chuvoso G- V. mediterranei 1
V. metschnikovii 1
V. navarrensis 1
V. ordalii 1
V. parahaemolyticus 1
V. pelagius Il 1
Yersinia
.. 1
enterocolitica
Total 16 9 23 24 12 17
Percentual 159% 8,9% 22,8% 23,8% 11,9% 16,7%

EC: estrutura de cultivo; BN: banco natural; OC: ostras cultivadas; OS: ostras selvagens; G+: Gram-positiva;
G—: Gram-negativa.
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Entre as estirpes Gram-positivas foram identificadas 57 (cinquenta e sete) cepas
até o nivel de género: Bacillus, Corynebacterium, Kurthia, Listeria, Oerskovia e
Staphylococcus; e entre as Gram-negativas foram identificadas 44 (quarenta e quatro),
distribuidas em oito (8) géneros: Aeromonas, Pseudomonas, Acinetobacter, Citrobacter,
Escherichia, Moraxella, Vibrio e Yersinia. A microbiota encontrada nas amostras de ostras e
aguas circundantes é similar a descrita por Hatha et al. (2005), em amostras de moluscos de
agua doce (Batissa violacea) coletados na ilha de Fiji, na Oceania.

De acordo com Paillard, Roux, Borrego (2004) e Pujalte et al. (1999), os bivalves
abrigam uma rica microbiota comensal composta de varias espécies, principalmente
pertencentes ao género Bacillus, Micrococcus, Vibrio, Pseudomonas, Alcaligenes, Aeromonas
e Flavobacterium. Algumas destas estirpes sdo patdgenos oportunistas tendo as condicdes
ambientais como regulador dessa interacao.

Os resultados encontrados estdo em conformidade com as observacgdes de Stabili e
Cavallo (2011), que mencionaram a predominancia de Bacillus entre as bactérias Gram-
positivas isoladas de dguas costeiras da Italia.

Outras pesquisas ja relacionaram o0s géneros Aeromonas e Bacillus entre os
isolados dominantes na microbiota de moluscos bivalves (BELENEVA et al., 2007;
CAVALLO; ACQUAVIVA; STABILI, 2009). O género Bacillus spp. é reconhecido como
parte da populacdo bacteriana indigena de ostras, representando de 30 a 70% (KIM, H.-J. et
al., 2011) e faz parte da microbiota natural do trato gastrointestinal de diversos animais
marinhos, o que favorece a sua utilizacdo como probidtico em atividades de aquicultura
(LUIS-VILLASENOR etal., 2011; RAHIMAN et al., 2010; RAVI et al., 2007).

O género Corynebacterium foi o segundo género mais isolado e foi detectado em
amostras de agua e tecidos. Sdo consideradas bactérias comensais do homem e animais, no
entanto, algumas sdo potenciais patogenos (GRAEVENITZ; BERNARD, 2006), mas
raramente causam infec¢cbes (MARTINEZ; TRABULSI, 2008a). A presenca deste género
também foi detectada em ostras da espécie C. gigas, na China (RONG et al., 2010).

Staphylococcus foi o terceiro género mais isolado das amostras (ostra e agua)
pertencente as Gram-positivas. A presenca de Staphylococcus spp. em ostras também foi
confirmada por Kim, H.-J. et al. (2011a) na Coréia, cujos autores ressaltam esse género
bacteriano como parte da microbiota natural de ostras, podendo representar 20% dos isolados
cultivaveis. Na China, Rong et al. (2010) mencionaram em ostras (C. gigas) percentual mais
moderado de Staphylococcus spp., apenas 3%. Rodriguez, Hariharan e Nimrod (2011)

também relataram a presenca desse género na microbiota de moluscos no Caribe. Da mesma
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forma este micro-organismo foi detectado por Eduok et al. (2010) em ostras do mangue (C.
tulipa), na Nigéria. Segundo Lin, C.-S. et al. (2012a) Staphylococcus spp. sdo bactérias
halotolerantes, e isso permite ao género uma diversidade de habitats. Conforme Guan, Cho e
Lee (2011), a maioria das espécies do género Staphylococcus é inofensiva e habita o solo
podendo normalmente residir na pele e membranas mucosas de muitos animais, incluindo
seres humanos.

Outros isolados foram identificados como pertencentes aos géneros Listeria,
Kurthia e Oerskovia, que tém em comum a caracteristica de ampla distribuicdo nos ambientes
naturais (INDU et al., 2006; LEVY et al., 2000; STACKEBRANDT et al., 2002). As espécies
pertencentes a esses géneros, normalmente estdo relacionadas a amostras ambientais e
animais aquaticos, mas ndo existem relatos sobre o papel patogénico para humanos ou
animais, com excecdo da L. monocytogenes um patdgeno reconhecido para os seres humanos
(NORHANA et al., 2010).

Matyar, Kaya e Dinger (2008) detectaram 87,5% (7) dos géneros bacterianos
pertencentes ao grupo morfotintorial das Gram-negativas citadas anteriormente, com exce¢ao
apenas de Moraxella, em isolados de amostras de sedimento, agua, e camarfes da Baia de
Iskenderun, na costa sul da Turquia.

Dentre as BHC Gram-negativas, Aeromonas (45,5%) e Vibrio (36,4%) foram o0s
géneros com maior frequéncia de isolamento. Os outros géneros identificados foram:
Pseudomonas (6,8%), Acinetobacter (1,3%), Moraxella (1,3%), Citrobacter (1,3%),
Escherichia (1,3%), e Yersinia (1,3%), estes trés ultimos pertencem a familia
Enterobacteriaceae. Entre as estirpes Gram-negativas identificadas, apenas aqueles
pertencentes ao género Aeromonas ndo foram classificadas até o nivel de espécie.

Os géneros Aeromonas e Vibrio foram os mais frequentemente identificados com
técnicas genotipicas em enguias doentes e amostras ambientais de mariculturas chinesas
(ZENG et al. 2010). Segundo Lafisca et al. (2008), Vibrio e Aeromonas s&o micro-
organismos patogénicos ao homem e animais, e habitam naturalmente os ecossistemas
aquaticos, por isso sdo encontrados com maior frequéncia.

Os resultados encontrados estdo em conformidade com as observacgdes de Stabili e
Cavallo (2011) que mencionaram maior ocorréncia de Aeromonas spp. entre os isolados de
agua costeiras da Italia, e a presenca marcante de Vibrio spp., Pseudomonas spp. e de
membros da familia Enterobacteriaceae.

A frequéncia do isolamento de Aeromonas spp., nas amostras de ostra e na dgua

circundante é explicada pelo fato dessas bactérias serem autdctones de ambientes de agua
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doce e salobra (NAWAZ et al.,, 2006; RODRIGUEZ; HARIHARAN; NIMROD, 2011,
SCHMIDT et al., 2001). Porém algumas espécies deste género sdo consideradas como
importantes patogenos humanos responsaveis por DTAs (KIROV, 1993; MURRAY;
ROSENTHAL; PFAUER, 2006). Yano et al. (2011) observaram Aeromonas spp. isoladas de
camardes em cultivos na Tailandia, com elevado nivel de resisténcia a OTC.

No Brasil, Evangelista-Barreto et al. (2010) relataram a quantificacdo de
Aeromonas spp. variando de <10 a 1,4 x 10* CFU/mL, em amostras de agua do estuario do rio
Coco, Estado do Ceara, e a identificacdo das espécies: Aeromonas caviae, A. veronii bv.
sobria, A. veronii bv. veronii, A. trota, A. media, A. sobria e A. hydrophila. No mesmo
estuério, Silva (2009) menciona a ocorréncia na agua das espécies A. caviae, A. sobria, A. trota,
A. salmonicida e A. allossacharophyla.

Entre as espécies de Vibrio identificadas, V. alginolyticus foi o mais frequente.
Essa bactéria € um importante patégeno de animais (ITTOOP et al., 2010; LAFISCA et al.,
2008) e seres humanos (CHEN et al., 2011; LIN, Y.-R. et al., 2012). Esta espécie pode causar
infeccdes em ferimentos expostos a aguas contaminadas, podendo ocasionar septicemia ou até
mesmo a morte (OZER et al., 2008). Este vibrido j& foi citado como o principal patégeno
entre os isolados de moluscos bivalves (C. lugubris e Perna viridis), no Vietnd (BELENEVA
et al., 2007). A mesma bactéria foi a mais frequentemente isolada entre bivalves na Lagoa de
Venice (Italia) e Baia de Guanabara (LAFISCA et al., 2008).

Autores como Mechri et al. (2011) também relataram a dominancia de estirpes de
V. alginolyticus (54,8%), entre os vibrios isolados de amostras de bivalves (Ruditapes
decussatus) e aguas, no Golfo de Gabes, costa sul da Tunisia. Situacdo semelhante aconteceu
em Granada, no Caribe, onde a espécie supracitada foi a mais frequente (72,7%) entre as
Vibrionaceae, em moluscos, especificamente améijoas (Mercenaria mercenaria), ostras
(Isognomon isognomon), conchas rainhas (Strombus gigas) e buzios (Cittarium pica)
(RODRIGUEZ; HARIHARAN; NIMROD, 2011).

Estirpes como V. cholerae, V. parahaemolyticus, V. metschnikovii e V. vulnificus
séo, a nivel mundial, constantemente detectadas em ambientes estuarinos influenciados pela
atividade de carcinicultura (MANIVASAGAN et al., 2010). No Brasil, a mesma situagéo foi
verificada em diversas &reas concentradoras de atividade de cultivo de camardes marinhos. Na
costa cearense, as espécies patogénicas como V. carchariae, V. cholerae, V. harveyi, V.
metschnikovii, V. mimicus, V. parahaemolyticus, V. vulnificus foram detectadas nos estuarios
do rio Cocd (VIEIRA et al., 2010b), rio Coreau (COSTA et al., 2010), rio Chord, rio
Jaguaribe e rio Pirangi (SOUSA et al., 2006) e rio Pacoti (SOUSA et al., 2004).
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Outra espécie do género Vibrio foi V. parahaemolyticus, detectado apenas nos TM
das OC, durante o periodo chuvoso. A presenca de V. parahaemolyticus em ostras ja foi
documentada no Brasil (VIEIRA et al., 2010b), Egito (MERWAD; EL-GHAREEB; TAISIR,
2011), Estados Unidos (MCLAUGHLIN et al., 2005; WARD; BEJ, 2006), México (REYES-
VELAZQUEZ et al., 2010),Taiwan (NOORLIS et al., 2011), em bivalves no Brasil
(LAFISCA et al., 2008; ROJAS et al., 2011), China (CHAO et al., 2009), Italia (LAFISCA et
al., 2008), assim como em estacdes de tratamentos de agua residuais da zona rural na Africa
do Sul (IGBINOSA; OBI; OKOH, 2009).

Conforme Noorlis et al. (2011), V. parahaemolyticus é uma bactéria patogénica ao
homem, em funcéo principalmente da sintese da toxina TDH responsavel por gastroenterites.
Na China, cepas de V. parahaemolyticus TDH positivas foram encontrados em pescados crus
e cozidos, assim como nas fezes de pessoas que fizeram o consumo dos mesmos (CHAO et
al., 2009). Merwad, EI-Ghareeb e Taisir (2011) também detectaram os genes dessa toxina em
ostras e em fezes de pessoas com diarréia. No Brasil, Vieira et al. (2011) detectaram V.
parahaemolyticus TDH e TRH positivos isolados de ostras frescas comercializadas em
Fortaleza, Estado do Ceara. Os genes tdh e trh, responsaveis por quadros de diarréias em
humanos, foram detectados em cepas de V. parahaemolyticus, isoladas de moluscos bivalves
cultivados na costa mediterranica espanhola (ROQUE et al., 2009). A presenca dessa espécie
nos tecidos de ostras representa um risco para os consumidores desse tipo de alimento.

Entre as BHC Gram-negativas, V. metschnikovii foi isolado apenas no periodo
chuvoso do LI das OC. A presenca dessa bactéria em ostras ja foi relatada por Cao et al.
(2010). Segundo Matté et al. (2007) esta espécie de vibrio habita naturalmente ecossistemas
aquaticos, podendo ser isolada a partir de frutos do mar, e em alguns casos, esta associada a
doencas antrdpicas. Linde et al. (2004) afirmam que esta bactéria possui grande atividade
hemolitica e pode ocasionar infecgdes humanas.

Um (1) dnico isolado de V. cholerae foi encontrado na amostra de LI das OS,
durante a estiagem. Segundo Sousa et al. (2004), esse patdgeno pode ser encontrado em
ambientes aquaticos como livre nadantes ou associados a organismos. Diferentemente deste
estudo, os autores isolaram o V. cholerae de OS, durante o periodo chuvoso, quando a
salinidade esteve mais baixa. Em larvas de ostras, V. cholerae apresenta alta toxidade
atribuida a producéo de metaloproteases (HASEGAWA et al., 2009), representando um risco
a atividade de malacocultura.

Peixes e mariscos podem transmitir a colera, porém a maior incidéncia é dada pelo

consumo de pescados crus. A auséncia de V. cholerae Ol e 0139 é determinada para
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alimentos. E importante salientar que, mesmo apresentando um potencial menor de
patogenicidade, cepas de V. cholerae ndo O1 e ndo O139 representam um risco para a salde
publica (DALSGAARD, 1998).

Outra espécie potencialmente patogénica isolada foi V. vulnificus biodtipo 1,
detectado apenas na amostra de TM das OS, durante o periodo de estio. Essa bactéria é
conhecida por ocasionar doengcas em animais marinhos cultivados e no homem (IGBINOSA;
OKOH, 2008; PARANJPYE; STROM, 2005). O biotipo 1 esta relacionado, principalmente, a
infeccdes humanas relacionadas a manipulacdo ou consumo de mariscos crus (BISHARAT et
al., 2007).

Nos Estados Unidos V. vulnificus é responsavel por 95% de natimortos em
organismos marinhos, e por uma taxa de mortalidade >50% entre animais aquaticos
infectados (LOPEZ-JOVEN; ROQUE; OLIVER, 2009). Essa espécie, segundo os autores,
possui dois (2) genétipos, o C isolado de casos clinicos e o E, isolado a partir de fontes
ambientais, ambos capazes de sobreviver em ostras, sobrevivendo em temperaturas de 4 e 22
°C, porém o genotipo E, quando comparado ao outro, além de ser mais comum entre 0s
isolados de ostra, possui vantagens seletivas em temperaturas baixas.

Lipp, Rodriguez-Palacios e Rose (2001) reconhecem V. vulnificus como um
importante patégeno humano, frequentemente isolado de corpos d’agua e sedimentos da
costa. Sua frequéncia é influenciada pela temperatura e, principalmente, pela salinidade em
regibes tropicais, apresentando uma correlacdo positiva em ambientes com salinidade >15.
Chatzidaki-Livanis et al. (2006) relatam que V. vulnificus é responsavel por raras septicemias
de ocorréncia fatal, ocasionadas pelo consumo de ostra crua, por pessoas com insuficiéncia
hepatica ou imunoldgica.

Esse vibrido ja foi detectado em ostras no Brasil (PEREIRA et al., 2007,
PEREIRA; VIANA; RODRIGUES, 2007; VIEIRA et al., 2010b), Coréia (KIM, J. H. et al.,
2011), Egito (MERWAD; EL-GHAREEB; TAISIR, 2011) e Estados Unidos (HAN et al.,
2007; PRAPAIWONG; WALLACE; ARIAS, 2009), em bivalves na Tunisia (MECHRI et al.,
2011), em ambientes costeiros (dgua ou sedimento) na Coréia (KIM, J. H. et al., 2011), Egito
(MERWAD; EL-GHAREEB; TAISIR, 2011), india (MANIVASAGAN et al., 2010), Iran
(AMIRMOZAFARI; FOROHESH; HALAKOO, 2005), Itdlia (ZANETTI et al., 2001),
Tunisia (MEJDI et al., 2011) e Vietnd (BELENEVA et al., 2007).

A infeccdo por V. vulnificus é geralmente adquirida pelo consumo de ostras
contaminadas, ou por exposi¢do de ferimentos a guas costeiras. Exposi¢des tipicas incluem

ferimentos adquiridos durante a abertura de uma ostra, ou em um acidente de barco. Feridas
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podem ser infectadas, até mesmo em hospedeiros sauddveis. No entanto, as manifestacdes
mais graves sdo observadas em pessoas imunodeprimidas (MORRIS JR et al., 2003).

Chatzidaki-Livanis et al. (2006) estudaram as distingdes genéticas entre cepas de
V. vulnificus de fontes ambientais e clinicas, e observaram uma (1) cepa oriunda de ostras
com perfil clinico capaz de atuar como patégeno em humanos. Os autores concluiram que a
abundancia das cepas de V. wvulnificus em ostras, pode viabilizar a presenca de cepas
potencialmente patogénicas.

Outro vibrio conhecido por causar enfermidades em moluscos e peixes, e que pode
ser encontrado em associagdo com outros organismos marinhos espalhados pelo mundo
(BULLER, 2004) € V. ordalii. Na presente pesquisa essa espécie foi isolada apenas nas
amostras de LI das OC, durante a estacdo chuvosa.

Enquanto, V. pelagius Il esteve presente em uma (1) amostra de TM das OC,
durante o periodo chuvoso. O isolamento dessa espécie em ostras saudaveis ja foi descrito na
Austrélia (GIBSON; WOODWORTH; GEORGE, 1998), Espanha (PUJALTE et al., 1999) e
Brasil (VIEIRA et al., 2010b), porém nada se sabe da sua patogenicidade em moluscos.
Contudo, V. pelagius foi responsavel pela mortalidade em massa de larvas e pos-larvas de
peixes (Scophthalmus maximus) na Espanha, mas nenhuma patogenia foi verificada entre
peixes dessa espécie no estagio juvenil (VILLAMIL et al., 2003). A patogenicidade desses
micro-organismos foi relacionada a producdo de uma protease extracelular com atividades
endopeptidica e exopeptidica (FARTO et al., 2002).

V. coralliilyticus foi isolado somente no TM das OS, durante a estiagem. A espécie
ndo apresenta patogenicidade ao homem e pode ser encontrada facilmente em ecossistemas
costeiros (CARVALHO, 2009; MUNN; MARCHANT; MOODY, 2008; REMILY;
RICHARDSON, 2006; VIEIRA et al., 2010a) e a presenca em ostras ja foi mencionada por
Ben-Haim et al. (2003).

As outras espécies de vibrios (V. ichthyoenteri, V. litoralis, V. mediterranei, V.
navarrensis) isoladas do meio PCA, encontram-se distribuidas em ecossistemas aquéticos, e
até o momento ndo foram relacionadas a eventos de doencas humanas ou de animais
(BULLER, 2004; SUGITA; ITO, 2006). A presenca dessas especies em &reas costeiras
concentradoras de atividade de aquicultura, no Estado do Ceara, ja foi mencionada
anteriormente por Carvalho (2009), Menezes (2011), Rebougas et al. (2011) e Vieira et al.
(2010a).

De acordo com Campa-Coérdova et al. (2009) Pseudomonas spp. podem ser

encontradas em solo, agua e ambientes costeiros. A producdo de uma gama de metabolitos
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secundarios relacionados a estirpes desse género, fez com que fossem utilizadas como
probidtico na aquicultura, principalmente, no combate a vibrioses. Pseudomonas aeruginosa é
conhecida como patdégeno humano (HEARST et al., 2009) e por produzir metaloproteases
(fator de viruléncia), como a elastase, porém quando submetida a um teste de toxidade em
larvas de ostras, a taxa de mortalidade foi considerada minima (ca. 13%), em comparagdo
com as espécies de vibrios (HASEGAWA et al., 2009).

Aguilar-Macias et al. (2010) sabendo que o género Pseudomonas possui espécies
bacterianas comensais em ostras, sem efeitos negativos para o hospedeiro, testaram a acéao
probidtica de P. aeruginosa em conjunto com Burkholderia cepacia, em incubadoras de
larvas de ostras (Pinctada mazatlanica), no México, e registaram o aumento da sobrevivéncia
(55-65%), da altura da concha (55-58%), e do peso molhado (70-76%), em relacdo ao grupo
controle.

A presenca de Escherichia coli (2,3%) foi confirmada nas amostras, no entanto,
esta bactéria é exdgena desse tipo de ambiente, tendo o trato gastrointestinal de animais
homeotérmicos como habitat primario, e a presenca em ecossistemas aquaticos denota uma
contaminacdo de origem fecal (FERNANDEZ-DELGADO; SUAREZ, 2009; MARTINEZ;
TRABULSI, 2008b). Entretanto, esse grupo apresenta pouca resisténcia em ambiente
aquaticos salino e salobro, principalmente devido a acdo deletéria dos ions de sddio e a acéo
da luz ultravioleta (VIEIRA, R. H. S. F. et al., 2001), reduzindo seu nimero em ambientes
costeiros. Eduok et al. (2010) citam a E. coli, como um micro-organismos de baixa frequéncia
em &gua marinhas, e que isto acontece devido a sua rapida eliminacdo nestes ecossistemas,
enquanto outras bactérias patogénicas de efluentes de esgoto podem sobreviver por longos
periodos nessas aguas.

Conforme Hoffmann (2001), Yersinia enterocolitica pode habitar corpos d’agua,
pequenos roedores, animais de estimagdo, e principalmente suinos. Entre os alimentos
veiculadores dessa bactéria se destaca a carne de suinos e seus derivados, ostras e demais
pescados (BAPTISTA; VENANCIO, 2003; TEODORO et al., 2006; VEIGA et al., 2009). E
uma espécie patogénica, responsavel por varias sindromes gastrointestinais, e sua presenga em
ostras apresenta risco potencial ao consumidor.

Segundo alguns autores, os géneros Acinetobacter (EDUOK et al., 2010; HATHA
et al., 2005; KUEH; CHAN, 1985; PUJALTE et al., 1999; RONG et al., 2010), Moraxella
(RODRIGUEZ; HARIHARAN; NIMROD, 2011; RONG et al., 2010), Citrobacter (EDUOK
et al., 2010) fazem parte da microbiota natural de ostras. No entanto, as espécies

Acinetobacter baumannii, Citrobacter freundii e Moraxella lacunata, isoladas das amostras
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de 4gua e TM de ostras, representam risco a salde, pois sdo consideradas potencialmente
patogénicas ao homem (ANVISA, 2004).

De acordo com Fernandez-Delgado e Suarez (2009), a presenca de bactérias
pertencentes a familia Enterobacteriaceae (E. coli e C. freundii), em &guas costeiras e ou em
TM das ostras, podem ser atribuidas & drenagem dos corpos de &gua contaminados, o que
pode aumentar durante a estacdo chuvosa. Esta afirmacgéo respalda os resultados do presente
estudo, cujos trés (3) membros da familia supracitada foram detectados apenas durante este
periodo.

Bacillus e Staphylococcus foram os géneros do grupo das BHC Gram-positivas,
que apareceram nas trés (3) amostras da estrutura de cultivo, Listeria e Corynebacterium
estavam presentes apenas nas amostras de dgua e TM, e Kurthia somente na dgua circundante
das OC. Quanto as BHC Gram-negativas, Aeromonas e Vibrio foram encontrados também nas
trés (3) amostras. Além destes, Pseudomonas (8,3%) e Acinetobacter (8,3%) estavam
presentes apenas nas amostras do TM (12 cepas) das OC e Yersinia (33,3%) na agua (3 cepas)
circundante das OC.

A microbiota encontrada em ostra, mexilhdes e agua circundante no Vietnd, foram
similares aos resultados descritos (BELENEVA et al., 2007). Os autores citam Bacillus,
Staphylococcus, Vibrio, Pseudomonas, além de membros da familia Enterobacteriaceae entre
0s principais isolados, e adverte que espécies patogénicas presentes nesses géneros podem
causar doencas em moluscos cultivados, e que ha um risco de serem transferidos para os seres
humanos através do consumo desses animais.

Os resultados de Eduok et al. (2010), contribuiram com a presente pesquisa. Os
mesmos autores isolaram Acinetobacter, Bacillus, Escherichia, Listeria, Pseudomonas,
Staphylococcus e Vibrio, nas ostras e em agua do riacho Douglas, na Nigéria, contribuindo
com 46,7% (7) do total da diversidade encontrada.

Nas BHC Gram-positivas Bacillus e Corynebacterium estavam presentes nas trés
(3) amostras, e Staphylococcus apenas no TM e LI das OS. Os géneros Listeria e Kurthia
foram exclusivos dos TM das OS, e Corynebacterium da dgua do banco natural. Ao contrario
da estrutura de cultivo, no banco natural Aeromonas foi o Gnico género difundido nas trés (3)
amostras das BHC Gram-negativas. Pseudomonas e Vibrio foram isoladas tanto do TM
quanto do LI das OS, e alguns géneros neste estudo, como é o caso de Moraxaela (10%) e
Escherichia (10%) no TM e Citrobacter (33,3%%) na agua, foram exclusivos para algumas

amostras.
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Entre linhagens Gram-positivas e Gram-negativas, a maior diversidade na
estrutura de cultivo foi encontrada nas amostras de TM e agua, ambas com oito (8) géneros,
entretanto o maior numero de isolados identificados foi nas amostras de TM das OC com 23
(vinte e trés) cepas.

No banco natural, a diversidade foi maior nos TM das OS, com dez (10) géneros
bacterianos presentes. O LI das OS ficou em segundo lugar com seis (6) géneros e a &gua,
apenas com cinco (5). O maior nimero de isolados identificados competiu ao TM das OS com
18 (dezoito) cepas no total.

Assim, considerando as amostras dos dois (2) locais de coletas, foram as bactérias
de TM das OS, que apresentaram a maior diversidade a nivel de género, e os TM das OC o
maior nimero de isolados identificados. Segundo Saulnier et al. (2010) elas podem associar-
se a0 TM das ostras, por conta das diversas relacdes ecoldgicas existentes, podendo ser
comensais, patogénicas, mutualistas ou até mesmo por coincidéncia, devido ao
comportamento de alimentacédo, que ocorre por filtragem em bivalves.

Os resultados obtidos corroboram com as observacdes de varios outros autores
(PUJALTE et al., 1999; VALLEY et al., 2009; VIEIRA; VASCONCELOS; CARVALHO,
2007), que mencionaram uma superioridade em nimero e diversidade de BHC das amostras
de ostras sobre as das aguas circundantes.

De acordo com Pruzzo, Gallo e Canesi (2005), o ambiente costeiro abriga uma
diversidade bacteriana com adaptacGes a colonizar bivalves, e que fatores abidticos e
antropicos podem modular o quadro microbioldgico nesses animais. Contudo, assim como 0s
demais organismos, as ostras possuem mecanismos de defesas, presentes na hemolinfa,
capazes de combater estes micro-organismos, e que esta linha de defesa € alterada conforme o
estado de saude do animal.

Os resultados mostraram que exceto por alguns géneros, a biodiversidade de
bactérias da C. rhizophorae refletia a da agua circundante, e isto também é comprovado em
diversos estudos sobre a diversidade bacteriologica em bivalves (BELENEVA et al., 2007;
CAVALLO; ACQUAVIVA; STABILI, 2009; PUJALTE et al., 1999).

Alguns géneros foram encontrados apenas nas C. rhizophorae, e segundo Lyons et
al. (2007), ndo somente a agua mas agregados enriquecidos de agentes patogénicos podem
viabilizar a transmissdo destes para a ostra, principalmente devido a forma de alimentacéo,
pois sdo animais filtradores, e captam seu alimento através da matéria em suspensao na coluna

d’agua.
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O maior percentual de cepas identificadas e diversidade de géneros das BHC
Gram-positivas isoladas das amostras de &gua, LI e TM de ostras C. rhizophorae, foi durante
0 periodo chuvoso, com 64,3% (36) contra 35,7% (20) no periodo de estio e 66,7% (6) contra
33,3%, (3).

Bacillus e Corynebacterium foram os géneros mais encontrados em ambas as
estacoes, com 45% dos isolados durante a estiagem para cada, e 55,6% e 16,7% na estacédo
chuvosa, respectivamente. A porcentagem (16,7%) de estafilococus presente apenas neste
periodo foi a mesma que a do género Corynebacterium.

O maior percentual de cepas identificadas das BHC Gram-negativas isoladas das
amostras de &gua, LI e TM de ostras C. rhizophorae, foi na estiagem, com 61,4% (27) contra
38,6% (17), do periodo chuvoso. Contudo o maior nimero de géneros bacterianos isolados
54,5% (6), foi observado na estacdo chuvosa e no periodo de estio 45,5% (5).

Outra observacédo pertinente deve ser considerada, Aeromonas e Vibrio foram os
dois (2) géneros mais abundantes entre as linhagens Gram-negativas, contudo, se
apresentaram de forma sazonal, sendo que Aeromonas corresponderam a 70,4% dos isolados
do periodo de estio, e os vibrides a 64,7% durante a estacdo chuvosa.

Assim como nas contagens de BHC, ndo houve diferencga significativa entre as
estacfes com relacdo o numero de géneros de bactérias Gram-negativas, entretanto nao foi a
mesma realidade para as Gram-positivas, que durante a estacdo chuvosa se apresentaram com
maior predominancia (66,7%, 6).

Ao analisar-se a diversidade quanti e qualitativa de vibrios utilizando meios de
cultivo seletivo para o grupo, constata-se que, foram isoladas 133 (cento e trinta e trés)
colbénias de Vibrio spp., das quais 56 (42,1%) e 77 (57,9%) foram provenientes,
respectivamente, do periodo de estio e chuvoso. Contudo apenas 68 (51,1%) (TABELA 6)
cepas foram identificadas como espécies pertencentes ao género Vibrio, visto que, 65 (48,9%)
cepas foram diagnosticadas como VNC, sendo 29 (21,8%) e 36 (27,1%) dos periodos de estio
e chuvoso, respectivamente.

O percentual das cepas VNC (48,9%), que ndo foi identificada foi muito proximo
aos das identificadas (51,1%). Entretanto, o grupo de bactérias formado por células VNC
podem resguardar informacgdes preciosas a respeito da diversidade e patogenicidade dos
micro-organismos ali presentes. Segundo Baffonea et al. (2003) espécies de Vibrio, mesmo no
estado VNC, podem penetrar no corpo humano, através da ingestdo ocasional de aguas

contaminadas em atividade de lazer (balneabilidade), ou de frutos do mar crus, e as células
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VNC alocadas no intestino podem encontrar um habitat ideal. Ao retornar ao estado
vegetativo, elas sdo capazes de reativar seu potencial patogénico e causarem doencas.

Experimentos realizados no Reino Unido, com vibrios isolados de corais doentes,
fizeram com que cepas de V. shiloi fossem induzidas ao estado VNC. Isto decorreu de um
longo processo de escassez de alimento (126 dias) e redugdo da temperatura (4 °C). Ao
adicionar nutrientes, as culturas voltaram ao estado vegetativo (VATTAKAVEN et al., 2006).
Esta experiéncia serviu para explicar a alta frequéncia de cepas encontradas no estado VNC,
pois as mesmas, quando ndo encontram o meio favoravel para o seu desenvolvimento, podem
passar de um estado para outro.

A diversidade de vibrios cultivaveis nos tecidos das ostras e na agua circundante,
nas areas de coletas de ostras, foi avaliada separadamente através de isolamento com meio
seletivo para esse grupo bacteriano. Na tabela 7, encontram-se divididos por tipo de amostra e
periodo do ano, a diversidade de Vibrio spp. obtidos das ostras e agua de entorno na zona de
influéncia do rio Jaguaribe (Fortim — CE). Dentre os Vibrio identificados, a maior incidéncia
recaiu sobre as espécies: V. ruber (25%), V. coralliilyticus (16,2%), V. alginolyticus (8,8%),
V. pectenicida (7,3%), V. tasmaniensis (7,3%), V. litoralis (5,9%), V. navarrensis (5,9%), e
outros com nameros inferiores ou iguais a duas (2) cepas.

Nove (9) das espécies de Vibrio identificadas nesta pesquisa foram anteriormente
citadas como frequentes em amostras de dgua e sedimento, coletadas em areas de cultivo de
camardao marinho no Estado do Ceard, Brasil (VIEIRA et al., 2010a). Essa ocorréncia das
mesmas espécies em diversos locais pode ser devido a constante troca da microbiota das
fazendas com os estuérios, pela captacdo de agua do afluente e despesca de camardes
(efluente).

Em trés (3) fazendas de camardes, no litoral de Pernambuco, foi pesquisada a
diversidade de Vibrio spp., das amostras de &agua, camardo (Litopenaeus vannamei),
hepatopancreas e hemolinfa, e foram identificadas 14 (quatorze) espécies distintas (MENDES
et al., 2009). Esses resultados mostram o quanto é rica a diversidade de Vibrio spp., presente
nas ostras e aguas circundantes, uma vez que foi obtido o nimero de 20 (vinte) espécies em

Fortim.
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Tabela 7 — Distribuicdo do nimero de cepas de Vibrio spp. por amostras de agua, liquido
intervalvar e tecidos moles de ostras (Crassostrea rhizophorae) obtidas em uma estrutura de
cultivo e um banco natural, no estuario do Jaguaribe (Fortim — CE), durante a estiagem e a
estacdo chuvosa

Fonte de isolamento

Periodo Espécies Agua Tecido mole | Liquido intervalvar
EC | BN | OC | ©Os oc | os

V. agarivorans 1
V. alginolyticus 2 1 2 1
V. calviensis 1
V. coralliilyticus 1 2 1
V. diabolicus 1
V. fisheri 1
V. harveyi 1
V. litoralis 1 1

Estio V. metschnikovii 1
V. mimicus 1
V. natriegens 1 1
V. pectenicida 1
V. ruber 1
V. susperstes 1
V. tasmaniensis 2
V. vulnificus B2 1
Percentual 44% 59% 88% 7,4% 7,4% 5,9%
V. agarivorans 1
V. calviensis 1
V. campbellii 1
V. coralliilyticus 3 1 3
V. fortis 1
V. ichthyoenteri 1

Chuvoso V. litoralis 1 1

V. navarrensis 3 1
V. pectenicida 2 2
V. ruber 2 6 3 5
V. tasmaniensis 1 2
Percentual 44% 0% 235% 14,7% 17,6% 0%

Total 6 4 22 15 17 4

Percentual 88% 59% 324% 221% 25% 5,9%

EC: estrutura de cultivo; BN: banco natural; OC: ostras cultivadas; OS: ostras selvagens.

No Brasil, a presenca das bactérias Vibrio parahaemolyticus, V. carchariae, V.

alginolyticus e V. vulnificus em ambiente aquético, particularmente salino e salobro, e em

alimentos de origem marinha, foi relatada em estudos pretéritos (ARCHER; MORETTO,
1994; MORAES et al., 2000; PEREIRA; VIANA; RODRIGUES, 2004, 2007).
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Paillard, Roux e Borrego (2004) afirmam que Vibrio spp. surgem como um dos
principais agentes etioldgicos de doencas em bivalves, e a propagacdo deste e de outros
patdgenos na malacocultura é influenciada, prioritariamente, pelo aquecimento dos oceanos e
invasdo bioldgica por espécies exdticas. Portanto, é necessario conhecer a interacdo entre
Vibrio spp. e mariscos, a fim de conhecer os riscos sobre a aquicultura.

Das 68 (sessenta e oito) cepas de Vibrio spp., 39,8% (27) e 60,2% (41) foram
provenientes dos periodos estio e chuvoso, respectivamente. Dentre os vibrios, o maior
numero de cepas identificadas foi isolado das amostras de TM (22) e LI (17) das OC, seguido
pelo TM (15) das OS.

Diante dos resultados, as amostras de TM da OC (12) e OS (9), apresentaram a
maior diversidade de espécies de Vibrio, seguidos pelo LI das OC (7). No entanto, dentre as
espécies identificadas, as que apresentaram maior frequéncia entre as amostras foram V.
ruber, que s6 ndo foi encontrado nas amostras do LI das OS. J& V. coralliilyticus e V.
alginolyticus foram encontrados nos TM e LI das ostras, e V. litoralis nas amostras de agua e
TM das ostras.

Analisando a frequéncia das espécies por amostra, foi detectada a maior frequéncia
das espécies: V. ruber (29,4%) na agua do entorno do cultivo; V. ruber (27,3%) e V.
coralliilyticus (18,2%) no TM; V. ruber (29,4%) e V. coralliilyticus (29,4%) no LI das OC e
de V. ruber (20%) e V. navarrensis (20%) no TM; V. agarivorans (50%) no LI das OS; e na
agua do entorno do banco natural ndo houve diferenca na propor¢ao entre as espécies.

Avaliando a tabela 7, pode-se verificar que o maior percentual de cepas de Vibrio
identificadas foi durante o periodo chuvoso, com 60,3% (41) contra 39,7% (27), do periodo
de estio. Contudo, a maior diversidade de espécies foi observada durante a estiagem, com
80% (16), e no periodo chuvoso, com 55% (11). Assim, como nas contagens de vibrios, ndo
houve diferencas significativa entre as estacdes com relacdo a diversidade de espécies.

A temperatura da agua é considerada um dos fatores mais importantes na
distribuicdo e abundancia de vibribes patogénicos (DALSGAARD, 1998). A densidade
populacional desse grupo bacteriano em geral, permanece bastante baixa em temperaturas
inferiores a 20 °C, enquanto que, em temperaturas entre 20 e 30 °C s&o registradas as maiores
contagens. No entanto, esta sazonalidade € mais clara em regides de clima temperado, onde as
estacOes sdo bem definidas, e sdo registradas grandes variacbes de temperatura da agua
(IGBINOSA; OKOH, 2008).

Analisando a diversidade e distribuicdo dos isolados de Vibrio em ostras e

ambiente € possivel estabelecer que as espécies potencialmente patogénicas ao homem (V.
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alginolyticus, V. harveyi, V. metschnikovii, V. mimicus e V. vulnificus) foram isoladas durante
a estiagem, onde a temperatura media da &gua foi de 29,8 °C contra 28,6 °C, durante a estacéo
chuvosa. Esses vibrios recebem maior atencdo, por ja terem sido amplamente relacionados
como agentes etiologicos, em casos de enfermidades como gastroenterites, otite, infeccdes
cuténeas e infecgéo sistémica com elevada taxa de mortalidade humana (IGBINOSA,; OBI,
OKOH, 2009; IGBINOSA; OKOH, 2008; MORRIS JR, 2003; MURRAY, 2004; PEREIRA;
VIANA; RODRIGUES, 2007).

Assim, como ja era esperado, algumas espécies de vibrios foram isoladas tanto do
meio seletivo para Vibrio como no meio ndo seletivo para o género. Entre as populacGes de
BHC Gram-negativas, as espécies comuns aos dois (2) meios foram: V. alginolyticus, V.
coralliilyticus, V. ichthyoenteri, V. litoralis, V. metschnikovii, V. navarrensis e V. vulnificus.

O isolamento de V. alginolyticus é bastante comum em ostras no Brasil
(PEREIRA; VIANA; RODRIGUES, 2007; VIEIRA et al., 2010b), nos Estados Unidos
(PRAPAIWONG; WALLACE; ARIAS, 2009) e na China (CHEN et al.,, 2011) e neste
estudo, a espécie representou 8,8% (6) dos isolados de Vibrio spp.

V. mimicus foi detectado somente em amostra de TM das OS, durante a estiagem.
Essa bactéria tem como habitats naturais, ecossistemas aquaticos formados por agua salgada,
salobra ou doce, podendo fazer parte da microbiota de zooplancton, crustaceos e bivalves,
mas sua relevancia esta associada a patogenicidade em seres humanos (VIEIRA, V. V. et al.,
2001). A preocupacdo de sua presenca nos TM de OS é devido a grande similaridade dos
fatores de viruléncias, entre V. mimicus e V. cholerae (HASAN et al., 2010).

Conforme Vieira et al. (2009) V. mimicus pode ser encontrado tanto durante a
estiagem, quanto na estacdo chuvosa. Reboucas et al. (2011) isolaram V. mimicus de amostras
de camardo marinho (L vannamei) e de agua, em viveiros de trés (3) fazendas de
carcinicultura, na costa do Estado do Ceard, nos estuarios dos rios Acarad, Coreau e inclusive
no Jaguaribe. Entretanto na presente pesquisa ele somente foi identificado no TM de OS na
estiagem.

Entre os vibrios isolados uma (1) cepa de V. metschnikovii também foi confirmada
nos TM das OC, durante a estiagem. Cao et al. (2010) ressaltam o risco desta espécie em
produtos alimenticios, pois V. metschnikovii € um micro-organismo infeccioso em animais, e
pode ser transmitido através da cadeia alimentar.

Apesar de j& terem sido relatados, no mundo, diversos casos de infecgdes humanas
provenientes do bidtipo B2 de V. vulnificus, ele também é importante patogénico para 0s

organismos aquaticos (BISHARAT et al., 2007). Neste trabalho também foi identificado o
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bidtipo 2. Cafigral et al. (2009) identificaram espécies de V. vulnificus em frutos do mar, em
agua marinha e em efluentes das areas da costa do Mediterraneo.

Segundo Ittoop et al. (2010), os moluscos constantemente sdo acometidos de
doencas devido a infeccBes bacterianas, e 0 sucesso desse confronto é consequéncia da
resposta do sistema de defesa. Quando esses animais encontram-se fisiologicamente fracos o
ataque por patogenos é facilitado. Em experimento, os autores comprovaram que a C.
madrasensis, anteriormente saudaveis, depois de infeccdo induzida por V. alginolyticus,
podem recuperar-se quando mantidos em condi¢6es de cultivo adequadas.

Foi isolado V. harveyi apenas em &gua da estrutura de cultivo, durante a estiagem.
A presenca desta bactéria na agua € um fator preocupante para a atividade de ostreicultura,
haja visto que a mesma é reconhecida como patégeno de uma série de animais marinhos
(AUSTIN; ZHANG, 2006), inclusive de ostra ostras. Tal fato foi comprovado em
experimentos na Franca, onde 100% das cepas apresentaram-se virulentas em bioensaios,
levando 20 horas apds a infeccdo até a morte dos animais (SAULNIER et al., 2010).

V. pectenicida foi a quarta espécie mais frequente neste estudo. Foi isolada durante
as estacdes chuvosa e de estiagem, tanto das OC quanto das OS, das amostras de dgua e TM.
Apesar deste micro-organismo ndo oferecer dano a salide humana, é importante patégeno
responsavel pela mortalidade de larvas de Pecten maximus, um bivalve de grande interesse
econdmico (SANDLUND et al., 2006).

V. campbellii € uma espécie marinha de vida livre ou associada a organismos
aquaticos (BULLER, 2004), e esta descrito como uma das principais espécies causadoras de
infecgBes nos camardes de cultivo (AGUIRRE-GUZMAN; RUIZ; ASCENCIO, 2004), sendo
isolada de ostra do Pacifico (C. gigas) cultivada na costa da provincia de Fujian, China
(SHEN et al., 2005).

Vibrio fortis e Vibrio tasmaniensis foram as Unicas espécies com reconhecido
potencial patogénico para ostras isoladas no presente trabalho. Essas espécies séo
responsaveis por enfermidades em diversos bivalves. Em um bioensaio foi possivel
comprovar a patogenicidade do V. tasmaniensis em moluscos (LAGO; NIETO; SEGUIN,
2009). V. fortis foi isolado de casos de mortalidade de C. gigas na Franca, porém seu papel
patogénico nao foi comprovado (SAULNIER et al., 2010).

V. tasmaniensis foi descrito pela primeira vez, a partir de isolados de salméo
(THOMPSON; THOMPSON; SWINGS, 2003), contudo, a presenga em moluscos (ostras e
améijoas) foi relatada em outros estudos (GUISANDE et al., 2008; LAGO; NIETO;

SEGUIN, 2009) mais recentes, feitos na Espanha. A preocupagio com presenca dessa espécie
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bacteriana em ostras esta relacionada ao fato da mesma poder atuar como patogénica em
bivalves, o que foi comprovado por Lago, Nieto e Seguin (2009). No entanto, em outro
estudo, um isolado essa mesma espécie se mostrou avirulento em C. gigas (SAULNIER et al.,
2010).

V. coralliilyticus foi a segunda espécie mais isolada de Vibrio spp., em meio
seletivo para o género. Foi elucidado pela primeira vez por Ben-Haim et al. (2003), em
isolados de corais doentes (Pocillopora damicornis) do Oceano indico, em larvas de ostras
(C. gigas) doentes no Reino Unido e larvas de bivalves (Nodipecten nodosus) saudaveis no
Brasil. Depois de sua descoberta, V. coralliilyticus ja foi mencionado em diversos habitats
(CARVALHO, 2009; MUNN; MARCHANT; MOODY, 2008; REMILY; RICHARDSON,
2006; VIEIRA et al., 2010a), porém até o0 momento, ndo foi confirmado como patégeno para
moluscos bivalves.

V. ruber foi a espécie de vibrio isolada em maior nimero (com 25% (17))
principalmente no periodo chuvoso. A espécie é conhecida por fazer parte de um clado,
formado por vibrios ndo patogénicos e incapazes de produzirem bioluminescéncia (DIKOW,
2011). Foi caracterizado pela primeira vez em agua do mar das regides rasas do litoral de
Keelung, Taiwan (SHIEH et al., 2003). Também pode ser encontrado na rizosfera de
diferentes plantas de mangue (Porteresia coarctata, Avicennia marina e Rhizophora
mucronata), e é capaz de produzir pigmentos vermelhos (RAMESHKUMAR; NAIR, 2009).
Sua presenca na ostra ndo apresenta nenhum perigo ao animal ou mesmo ao homem.

Algumas espécies de Vibrio spp. como V. agarivorans, V. calviensis, V.
diabolicus, V. litoralis, V. natriegens, V. navarrensis sdo habitantes naturais de ecossistemas
aquaticos costeiros, e até o momento, ndo foram confirmadas suas patogenicidades
(BULLER, 2004). Outra espécie, como € o caso de V. superstes, sdo comensais do intestino
de abalones (Haliotis laevigata e H. rubra) (HAYASHI et al., 2003). A presenca destas
bactérias em ambientes ou animais de aquicultura é relatada em estudos recentes (MENEZES,
2011; VIEIRA et al., 2010a, 2010b).

Foi encontra apenas, um unico espécime de V. fischeri, nas amostras de agua da
estrutura de cultivo durante a estiagem. Assim como as espécies anteriores, apenas um isolado
de V. ichthyoenteri foi identificado durante a estacdo chuvosa, das amostras de agua. Esses
resultados estdo de acordo com Menezes (2011), que também isolou essas duas (2) espécies,
acima citadas, nos estuarios do rio Jaguaribe e do rio Choro.

V. fischeri pode ser encontrado em aguas do mar de diferentes areas geogréaficas,

emite bioluminescéncia, e vive em simbiose mutualistica no 6rgdo luminoso de alguns
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animais marinhos (BOETTCHER; RUBI, 1990; RUBY et al., 2005). Segundo Meujo et al.
(2010), essa bactéria ndo apresenta patogenicidade. Esta espécie habita o intestino de
copepodas, caranguejos, camardes, lulas e peixes, e produz quitinase, auxiliando na digestao
desses animais (SUGITA,; ITO, 2006).

A espécie V. ichthyoenteri é originaria do intestino de varios animais marinhos, e
auxiliam na digestdo da quitina, presente nas principais fontes de carbono (crustaceos,
moluscos, celenterados, protozoarios) disponiveis no ambiente marinho (SUGITA; ITO,
2006).

Segundo Pruzzo, Gallo e Canesi (2005) uma vez dentro dos tecidos, vibrides
podem atingir concentracGes perigosas para a salde humana, quando ostras sdo consumidas in
natura ou parcialmente cozidas. Os autores afirmam que a depuracao é o método utilizado na
tentativa de diminuir a niveis aceitadveis a carga microbiana em todo mundo, contudo a

eficiéncia da depuracéo varia de acordo com o tempo de duracao e da espécie.

5.6 Perfis de suscetibilidade dos isolados frente a antimicrobianos

No grafico 1 encontram-se 0s percentuais de susceptibilidade das 59 (cingquenta e
nove) cepas das linhagens de BHC Gram-positivas, frente a 12 (doze) antimicrobianos,
pertencentes a oito (8) classes distintas. Das 59 (cinquenta e nove) cepas, 66,1% (39) foram
resistentes a pelo menos um (1) antimicrobiano.

Dos 12 (dozes) antimicrobianos testados, 41,7% (5) apresentaram 100% de
eficacia contra as 59 (cinquenta e nove) cepas Gram-positivas: CIP, CLO, FLF, NIT e TET. O
percentual de sensibilidade das bactérias para SUT também foi elevado, 98,3% (58).

Os resultados obtidos corroboram com os de Parvathi et al. (2009), que
mencionaram a ocorréncia de susceptibilidade a amoxicilina, bacitracina, canamicina,
ciprofloxacina, cloranfenicol, cotrimaxazole, eritromicina, gentamicina, tetraciclina e
vancomicina, para 100% (16) das cepas de Bacillus spp., isolados de amostras de agua do

mar, sedimentos e frutos do mar coletados em Cochin Were, costa ocidental da India.
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Gréafico 1 — Percentual de susceptibilidade a antimicrobianos entre linhagens de bactérias
Gram-positivas isoladas das amostras de aguas e ostras (liquido intervalvar e tecido) coletadas
area do rio Jaguaribe (Pontal do Macei6 em Fortim — Ceara)
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B Sensivel 100 | 100 | 100 | 100 | 100 (98,3 |78,0|72,9|71,2|69,5| 39 |37,3
B Resistente 0 0 0 0 0 0 | 5117 136|305| 61 |44,1
@ Intermediério| 0 0 0 0 0 1,7 1169 (254|153 | O 0 | 18,6
Antibiograma

CFL — cefalotina; CPM — cefepima; CTX — cefotaxima; CIP — ciprofloxacina; CLO — cloranfenicol; ERI —
Eritromicina; FLF — florfenicol; NIT — nitrofurantoina; OTC — oxitetraciclina; PEN — penicilina G; SUT —
sulfazotrim; TET — tetraciclina.

O perfil de resisténcia intermediaria entre os isolados foi verificado para 41,7% (5)

dos antimicrobianos testados, principalmente frente a eritromicina (26,7%). Na lItalia, cepas

de L. monocytogenes apresentaram perfil de resisténcia intermediaria contra 31,6% (6) dos

antimicrobianos testados: ciprofloxacina (1,6%), clindamicina (4,8%), eritromicina (2,4%),
moxifloxacina (69,7%), quinupristina/dalfopristina (0,8%) e tetraciclina (0,8%) (CONTER et

al., 2009). Sharma e Thapaliya (2009) relatam resisténcia intermediaria a eritromicina

(16,7%) e penicilina G (16,7%), por cepas de Bacillus spp. e Corynebacterium spp., sendo

que o género Bacillus e Corynebacterium também apresentaram esse perfil frente ao

cloranfenicol (16,7%) e cotrimoxazol (16,7%), respectivamente. A resisténcia intermediaria
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em uma populacdo bacteriana significa a diminuicdo da eficiéncia dos antimicrobianos sobre
a microbiota alvo, necessitando de concentra¢fes maiores desses fa&rmacos para combater as
infeccdes.

O perfil de resisténcia foi observado frente a 50% (6) dos antimicrobianos
testados. Individualmente, os percentuais mais altos foram contra cefepima (60%), cefotaxima
(43,3%) e penicilina G (31,7%). Corroborando com os resultados, Sharma e Thapaliya (2009)
mencionam resisténcia > 20% a cotrimoxazol (20%), estreptomicina (20%), penicilina G
(73,3%), tetraciclina (20%) e vancomicina (20%), em bactérias Gram-positivas. Segundo 0s
autores, esses altos percentuais de resisténcias frente aos farmacos testados, ocorreram
principalmente pela contaminagdo em corpos d’aguas por antimicrobianos ¢ metais pesados,
haja visto que, muitos dos genes de resisténcias a ambos 0s elementos quimicos, estdo
codificados na mesma estrutura genética movel.

Diferentemente dos resultados descritos, Dang et al. (2008) detectaram BHC
Gram-positivas resistentes & CLO, isoladas de amostras de &gua da baia de Jiaozhou, na
China, mesmo cinco (5) anos depois das autoridades chinesas terem proibido o uso de CLO.
Além disto, também foram confirmados genes (cat 1) inseridos nos plasmidios, que codificam
a resisténcia ao CLO, em cepas de Bacillus spp. Do mesmo modo, Gao et al. (2012)
observaram em bactérias heterotréficas isoladas em aguas influenciadas pela aquicultura em
Tianjin, norte da China, resisténcia a tetraciclina e sulfametoxazol. Os autores ainda citam
Bacillus spp., como as principais bactérias que apresentaram resisténcia a tetraciclina (57,1%)
e sulfametoxazol (63,3%), dentro da populacdo das BHC resistentes.

No grafico 2 estdo mostrados os percentuais de susceptibilidade e resisténcia, das
59 (cinquenta e nove) cepas das linhagens de BHC Gram-negativas, frente a 12 (doze)
antimicrobianos pertencentes a sete (7) classes distintas. Das 59 (cinquenta e nove) cepas,
91,5% (54) foram resistentes a pelo menos um (1) antimicrobiano.

Apenas as substancias FLF e GEN foram 100% eficazes contra todas as cepas
testadas, e dos 12 (doze) antimicrobianos, oito (8) apresentaram um percentual de
sensibilidade superior a 80%, que foram: FLF (100%); GEN (100%); CLO (98,3%); CPM
(94,9%); NAL (93,2); CTX (89,8%) NIT (89,8) e EST (86,4%).

As cepas das BHC Gram-negativas apresentaram resisténcia intermediaria contra
83,3% (10) dos antimicrobianos testados. ATM e CFL foram os farmacos aos quais, as cepas

mostraram mais frequentemente esse comportamento (>20%).
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Gréafico 2 — Percentual de susceptibilidade a antimicrobianos entre linhagens de bactérias
Gram-negativas isoladas de amostras de aguas e ostras (liquido intervalvar e tecido) coletadas
na area do rio Jaguaribe (Pontal do Maceié em Fortim — Ceard)
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NAL - acido nalidixico; AMP — ampicilina; ATM — aztreonam; CFL — cefalotina; CPM — cefepima; CTX —
cefotaxima; CFO — cefoxitina; CLO - cloranfenicol; EST — estreptomicina; FLF — florfenicol; GEN -
gentamicina; NIT — nitrofurantoina.

Os resultados estdo de acordo com os relatados por Rojas et al. (2011), que
descrevem caracteristicas de resisténcia intermedidria em cepas de V. parahaemolyticus,
isolados de ostras e mexilhdes, frente a cefotaxima (10,5%), ciprofloxacina (5,3%),
cotrimoxazole (5,3%), estreptomicina (100%), gentamicina (10,5%) e tetraciclina (10,5%).
No Brasil, cepas de V. parahaemolyticus isoladas de camardo (Litopenaeus vannamei), no
Estado do Rio Grande do Norte, apresentaram resisténcia intermediaria a 71,4% (5) dos
antimicrobianos, com percentuais de 10% (sulfametoxazol-trimetoprima), 20% (amicacina),
30% (nitrofurantoina), 40% (tetraciclina) e 90% (ciprofloxacina) (MELO et al., 2011).

Das 59 (cinquenta e nove) cepas, 79,7% (47) e 25,4% (15) foram resistentes a
AMP e CFL, respectivamente. Frente aos antimicrobianos CLO e EST foram detectadas

apenas resisténcias intermediarias.



94

Cepas bacterianas Gram-negativas, provenientes de ambientes aquicolas, na
Austrélia, também apresentaram perfis de resisténcia aos antimicrobianos AMP, CFL, NAL,
FLF, CLO e GEN com percentuais elevados para ampicilina (56%) e cefalosporina (23%). A
alta incidéncia de cepas resistentes, segundo os autores, provavelmente é decorrente do uso
ilegal de antimicrobianos, visto que na Austrdlia ndo é legalizado o uso dessas drogas na
prética da aquicultura (AKINBOWALE; PENG; BARTON, 2006).

Corroborando com o presente estudo, Ghosh e Mandal (2010) detectaram altos
percentuais de resisténcias a antimicrobianos como &cido nalidixico (39,8%), ampicilina
(79,6%), canamicina (30,1%), cloranfenicol (17,2%), colistina metano sulfonato (67,8%),
estreptomicina (66,7%), nitrofurantoina (62,4%) e tetraciclina (43%), em bactérias
heterotroficas Gram-negativas isoladas de peixes pelagicos na costa da Baia de Bengala,
india.

Estirpes de Aeromonas isolados de peixes, no Iran, demonstraram alta resisténcia a
tetraciclina (83,3%), penicilina G (62,5%), gentamicina (62,5%), norfloxacina (58,3%),
azitromicina (50%), sulfametoxazol-trimetoprima (41,6%) e é&cido nalidixico (37,5%)
(ANSARI; RAHIMI; RAISSY, 2011).

Os percentuais de susceptibilidade das 68 (sessenta e oito) cepas de Vibrio isoladas
a partir do meio TCBS, aos 12 (doze) antimicrobianos, pertencentes a sete (7) classes
diferentes, encontra-se no gréafico 3.

Dos 12 (doze) antimicrobianos testados, seis (6) apresentaram um percentual
acima de 80% de eficacia: FLF (98,5%); GEN (97,1%); CLO (94,1%); CPM (94,1%); CTX
(89,7%) e EST (82,4%). Estes resultados foram semelhantes aos do grupo maior de bactérias
Gram-negativas. Estudos anteriores, também relataram percentuais de susceptibilidade em
cepas de Vibrio spp., isoladas de ambientes de aquicultura e frutos do mar, superiores a 80%
frente a: FLF, GEN e CLO, no Brasil (COSTA et al., 2006; REBOUCAS et al., 2011), CLO,
FLF e GEN, na Australia (AKINBOWALE; PENG; BARTON, 2006), CTX e CLO na ltélia
(FERRINI et al., 2008; OTTAVIANI et al., 2001), CLO e EST, na Tailandia (KITI'YODOM
et al., 2010), CPM, CTX e GEN, na China (LAI, Z.-F. et al., 2009) e a CPM, na Turquia
(MATYAR; KAYA; DINCER, 2008).
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Gréafico 3 — Percentual de susceptibilidade a antimicrobianos entre cepas de Vibrio spp.
isoladas das amostras de &guas e ostras (liquido intervalvar e tecido) coletadas area do rio
Jaguaribe (Pontal do Maceié em Fortim — Ceard)
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NAL - acido nalidixico; AMP — ampicilina; ATM — aztreonam; CFL — cefalotina; CPM — cefepima; CTX —
cefotaxima; CFO — cefoxitina; CLO - cloranfenicol; EST — estreptomicina; FLF — florfenicol; GEN —
gentamicina; NIT — nitrofurantoina.

Com excec¢do dos antimicrobianos GEN e CPM, as estirpes do género Vibrio spp.
apresentaram perfis intermediarios quando expostas aos demais antimicrobianos. ATM e CFL
foram os farmacos aos quais os vibrios apresentaram maiores percentuais de resisténcia
intermediaria correspondendo a 11,8% (8). Esse padrao esta coerente com o que foi verificado
para 0 grupo maior de bactérias Gram-negativas, incluindo vibrios, onde percentuais de
resisténcia intermediaria acima de 30% foram verificados entre os isolados bacterianos.
Colaborando com a pesquisa, Kim, J. H. et al. (2011) relataram resisténcia intermediaria a
todos os 22 (vinte e dois) antimicrobianos testados. Entre as 31 (trinta e uma) cepas de V.
vulnificus, isoladas de moluscos e aguas estuarinas para 0s antimicrobianos similares aos do
presente estudo, 0s percentuais de resisténcia intermediarias foram de 9,8% (AMP), 12,9%
(GEN), 16,1% (CLO), 22,6% (CPM), 25,8% (CFO), 32,2% (CFL) e 32,2% (CTX).
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Ferrini et al. (2008) detectaram em 92 (noventa e duas) cepas de Vibrio spp.,
isoladas a partir de fontes diferentes (produtos da pesca nacionais e importados, marisco, agua
do mar de aquicultura, etc.) na Italia, resisténcia intermediaria quando expostas a ampicilina
(8,7%), cloranfenicol (1,1%) e a sulfametoxazol (7,6%). No Brasil, Reboucas et al. (2011)
relataram resisténcia intermediéria a ampicilina, aztreonam, cefoxitina e gentamicina, em
Vibrio spp., isolados de ambientes de carcinicultura, localizados nos estuarios dos rios
Acarau, Coreal e Jaguaribe, no Estado do Ceara.

Do total de isolados bacterianos testados, mais de 20% apresentaram resisténcia
frente a AMP, CFL, CFO, ATM, NIT e NAL. Apenas quando expostos ao FLF é que nao foi
observado marco de resisténcia, sendo que 1,5% dos isolados mostraram resisténcia
intermediaria.

Mejdi et al. (2010) obtiveram percentuais de resisténcia de cepas de Vibrio spp.,
isoladas de bivalves (Mytilus edulis e C. gigas) e agua da lagoa de Bizerte, na Tunisia, de
97%, 66,7%, 33,3%, 33,3%, 6,1% e 6,1% para 0s antimicrobianos: AMP, GEN, NAL, NIT,
CLO, CTX, respectivamente. Esses resultados sao similares aos descritos neste trabalho, com
excecao de GEN (2,9%), cujo percentual de resisténcia a este farmaco no presente trabalho foi
muito abaixo do obtido pelos autores.

indices elevados de resisténcia e de resisténcia intermediaria também foram
expressos por cepas de Vibrio spp., oriundas de pescados congelado e frescos (mexilhdes,
chocos, camardes e peixes), na Italia, com 91,5%, 67,6%, 60,6%, 14,1%, 4,2%, 0%, de
resisténcia a EST, AMP, CFO, NIT, NAL, CTX, e com 7%, 5,6%, 16,9%, 21,1%, 14,1%,
12,7%, de resisténcia intermediéria, respectivamente (OTTAVIANI et al., 2001).

Taxa elevada de resisténcia a AMP tambem foi relatada por Han et al. (2007), em
cepas de V. parahaemolyticus provenientes de ostras do Golfo de Louisiana, Estados Unidos,
onde 81% (136) das estirpes foram resistentes ao antimicrobiano. No México, Roque et al.
(2001) também observaram alta resisténcia de Vibrio spp. frente a AMP, em 68% das cepas.
Na india, Chakraborty, Surendran e Chakraborty (2009) mencionam resisténcia a AMP, em
100% das cepas de V. parahaemolyticus, isolados de ambientes de carcinicultura na cidade
portuaria de Cochin.

Na Coréia, cepas de V. parahaemolyticus provenientes de frutos do mar
(moluscos, camardes e pepino do mar), aguas costeiras e de casos de infeccdes clinicas, foram
100% resistentes quando expostas a AMP (JUN et al.,, 2012). Comparando os demais
antimicrobianos (CFL, CFO, CLO, CPM, CTX e GEN), os percentuais de resisténcia
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detectados pelos autores foram muito superiores aos desse estudo, sendo de duas (2) a 20
(vinte) vezes maiores.

Na Nigéria, pescados (camarbes, caranguejos e moluscos) apresentaram
populacdes de Vibrio spp. com altos percentuais de resisténcias a amoxicilina (100%),
augmentin (100%), cloranfenicol (100%), nitrofurantoina (100%), gentamicina (95%),
tetraciclina (93%), cotrimoxazol (64%) e ofloxacina (50%) (ADELEYE et al., 2008), muito
superiores comparados aos da presente pesquisa. Conforme os mesmos autores, o elevado
perfil de resisténcia apresentado pelas cepas foi atribuido ao uso sem controle de
antimicrobianos, na regido da cidade de Lagos, principalmente de ampicilina, cloranfenicol e
tetraciclina.

Kitiyodom et al. (2010) detectaram em 83 (oitenta e trés) isolados de Vibrio spp.,
de camarBes cultivados na Tailandia, taxas de resisténcia a ampicilina, eritromicina,
sulfametoxazol, ciprofloxacina, trimetoprima, tetraciclina, enrofloxacina e estreptomicina de
61%, 42%, 28%, 20%, 20%, 19%, 14% e 7%, respectivamente. Todos os isolados foram
sensiveis ao cloranfenicol e a canamicina. Esses dados foram semelhantes aos observados no
presente trabalho. De acordo com 0s mesmos pesquisadores, 0 uso de antimicrobianos na
aquicultura cria uma pressdo sobre a microbiota aquética, selecionando micro-organismos
resistentes, além de promover a transferéncia lateral de genes de resisténcia, entre Vibrio spp.
e outras bactérias aquaticas.

Comparando os dados com isolados clinicos de Vibrio spp., Rodrigues et al.
(2001) obtiveram, respectivamente, percentuais de sensibilidade de 100%, 100% e 84% ao
CLO, NAL e NIT, respectivamente. Nos isolados ambientais do presente estudo, 0S
percentuais de sensibilidade dos isolados frente as mesmas substancias foram de 97,1%,
79,4% e 75%. O confronto entre estes resultados serve como um alerta para a reducdo da
eficacia dos farmacos em bactérias de origem ambiental.

A alta resisténcia de cepas de Vibrio spp. a AMP, verificada no presente estudo,
concordam com resultados documentados na india, tanto de Vibrio spp. isolados de corais
saudaveis e mortos na ilha Kurusadai (HALDAR; MODY; JHA, 2011), como de cepas de V.
cholerae, provenientes de agua de diferentes esgotos, lagoas e rios (FAKRUDDIN et al.,
2011), ambas com elevados indices de resisténcia, 100% e 94,4%, respectivamente. As duas
pesquisas concordam que substancias antibacterianas presentes em ecossistemas aquaticos
promoveram a selecdo de bactérias resistentes.

No lIran, cepas de Vibrio spp. isoladas de lagostas (Panulirus homarus)

apresentaram indices de resisténcia de 92,3% quando expostas a AMP, e para EST foi de



98

85,7% (ANSARI; RAISSY, 2010). O percentual de resisténcia ao ultimo foi muito superior
ao encontrado no presente estudo. Segundo 0s mesmos autores, a alta incidéncia de resisténcia
a essas drogas pela microbiota de animais aquaticos, sem histérico de uso recente de
antimicrobianos no cultivo, esta relacionado a uma maior utilizacdo no tratamento profilatico
na carcinicultura.

Tragando os perfis de susceptibilidade a antimicrobianos entre isolados bacterianos
em fazendas de camardo com diferentes formas de cultivo nas Filipinas, Tendéncia e La Pena
(2001) verificaram uma relacdo, entre o uso de substancias antimicrobianas no cultivo e
maiores percentuais de cepas resistentes entre os isolados. No mesmo estudo, foram
verificados perfis de resisténcia significativamente menores entre os isolados da fazenda, que
ndo utilizavam antimicrobianos (19%) ha mais de cinco anos. Segundo 0s autores, a
resisténcia maltipla ou intermediaria é consequéncia do uso de antimicrobianos nas atividades
aquicolas.

O aumento da resisténcia aos antimicrobianos ao longo do tempo, em cepas de V.
parahaemolyticus, isolados de moluscos bivalves, na Espanha, foi diagnosticada por Roque et
al. (2009). Esses autores obtiveram resultados, que indicaram o decréscimo significativo (p <
0,05, n = 36) da susceptibilidade, entre 2006 e 2008, a 72,2% dos seguintes antimicrobianos
testados: amoxicilina, ampicilina, ceftazidima, ciprofloxacina, doxiciclina, flumequina,
gentamicina, neomicina, nitrofurantoina, polimixina B, sulfametoxazol-trimetoprima,
tetraciclina e vancomicina.

Manivasagan et al. (2010) em estudo realizado em Muthupettai regido de
manguezal na costa sudeste da India, relatam que a maioria dos Vibrio spp. resistentes foi
encontrado na area de descarga de carcinicultura, e as mais sensiveis a partir do mar aberto.
Concordando com a pesquisa, Holmstrom et al. (2003), McEwen e Fedorka-Cray (2002)
mencionam, que a priori, 0s antimicrobianos eram empregados no combate a infeccdes
humanas, e que com o passar do tempo foram usadas de forma descontrolada na producéo
animal e agricola, e essa é a provavel causa para o surgimento de patdgenos resistentes.

Essas informagfes indicam a pressdo exercida pelas atividades antropicas sobre a
microbiota, resultando em selecdo de populagdes de Vibrio spp. resistentes a antimicrobianos.
A comunidade cientifica adverte que a resisténcia antimicrobiana é consequéncia das pressoes
sofridas pelas populac6es microbianas, frente ao uso indiscriminado de antimicrobianos em
diversas atividades (tratamento de esgotos, agricultura, pecuaria, aquicultura) com fins
terapéuticos, profilaticos e até mesmo, como promotores de crescimento (BAQUERO;
MARTINEZ; CANTON, 2008; MCEWEN; FEDORKA-CRAY, 2002). Em 2000, a OMS
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(Organizagdo Mundial de Saude) declarou que a resisténcia aos antimicrobianos representava
um grande risco a saude humana, visto que o problema era crescente em todo mundo (WHO,
2000).

A resisténcia bacteriana pode ocorrer, principalmente, pela pressao seletiva sofrida
no meio ambiente, decorrente da presenca de agentes antimicrobianos (RODGERS;
FURONES, 2009), ou por variagdo genética, que ocorre em consequéncia de eventos
recombinatdrios, que pode ser por fatores multacionais ou por trocas genéticas entre micro-
organismos, ou seja, pela permuta de elementos maéveis (plasmidios, transposons e integrons),
que ocorre entre bactérias da mesma espécie ou de espécies diferentes (ALTERTHUM,
2008a; BAQUERO; MARTINEZ; CANTON, 2008; KITIYODOM et al., 2010).

Entre as atividades que fazem uso de antimicrobianos, a aquicultura ganhou
destague na Unido Europeia, quando detectou niveis inaceitaveis de cloranfenicol em
camardes provenientes da regido sudeste da Asia (RODGERS; FURONES, 2009), visto que,
esta droga promove anemia aplastica em seres humanos (JOHNSTON; SANTILLO, 2002).

Nos Estados Unidos é proibido o uso de antimicrobianos como promotores de
crescimento na aquicultura, mas alguns (sulfadimetoxina-ormetoprim e oxitetraciclina) sdo
liberados para o tratamento de infeccdes bacterianas em peixes (MCEWEN; FEDORKA-
CRAY, 2002).

No Brasil, a partir de 2003 as regras de utilizagdo de antimicrobianos na
aquicultura comecaram a mudar por conta da forte pressdo sofrida do governo brasileiro pela
Unido Europeia. O MAPA através da Instru¢cdo Normativa n°. 9 de 2003, proibiu a utilizacao
de cloranfenicol e nitrofuranos e os produtos que contenham estes principios ativos, para uso
veterinario e na alimentacdo de todos os animais e insetos (BRASIL, 2003). Em 2009, o
MAPA proibiu os anfenicois, tetraciclinas, p-lactdmicos (benzilpenicilamicos e
cefalosporinas), quinolonas e sulfonamidas sistémicas, na utilizacgdo como aditivos
zootéecnicos melhoradores de desempenho ou como conservantes de alimentos para animais
(BRASIL, 2009).

Doencas infecciosas geram uma grande preocupagdo na aquicultura, tanto em
termos de potenciais impactos negativos sobre a produgdo como em impactos da doenca sobre
as populagdes selvagens. Surtos de doencas sdo normalmente causados por patdgenos
oportunistas amplamente distribuidos. Em sistemas naturais, eles ttm uma baixa prevaléncia e
baixa intensidade de infeccdo (JOHNSTON; SANTILLO, 2002).

E sabido, que os antimicrobianos sio utilizados na carcinicultura para prevenir ou

tratar os surtos de doencas, mas ha pouca documentacdo publicada em detalhes sobre os
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padrdes de uso (HOLMSTROM et al., 2003). Para se avaliar esse risco eminente, 0s autores
fizeram uma pesquisa na Tailandia, onde detectaram que 73,7% (56) dos fazendeiros
utilizavam antimicrobianos e a lista incluia pelo menos treze (13) diferentes tipos, sendo que
85,7% (48) dos proprietarios faziam uso profilatico desses medicamentos.

Conforme Baquero, Martinez, Cantén (2008), Martinez e Canton (2008), uma
parte importante da dispersdo e evolucdo de bactérias resistentes aos antimicrobianos depende
da agua. Em ecossistemas aquaticos, as bactérias de diferentes origens (animal, humana,
ambiental) sdo capazes de se misturar, e desenvolver mecanismos de resisténcia em
consequéncia das trocas promiscuas de elementos genéticos méveis ou da recombinacdo de
genes. Conjuntamente, antimicrobianos, desinfetantes e metais pesados séo liberados na agua
e podem exercer atividades seletivas, bem como danos ecoldgicos em comunidades aquaticas,
resultando em resisténcia aos agentes antimicrobianos (MATYAR et al., 2010; SHARMA,;
THAPALIYA, 2009).

O uso de antimicrobianos na aquicultura, além de promover a resisténcia entre 0s
patdgenos de animais cultivados e seres humanos (BRASIL, 1999; HOLMSTROM et al.,
2003), podem ter outro efeito negativo sobre outros organismos aquaticos (BAQUERO;
MARTINEZ; CANTON, 2008). A existéncia de antimicrobianos em ecossistemas aquaticos
podem apresentar efeitos toxicos em microalgas utilizadas na alimentacdo de cultura larval de
moluscos, peixes e crustaceos (CAMPA-CORDOVA et al., 2006; LAI, H.-T. et al., 2009),
como também podem afetar as plantas na replicacdo, transcricdo e traducdo de cloroplastos
(BRAIN et al., 2008), além da bioacumulacdo em ecossistemas aquaticos, que potencializa os
efeitos negativos (HOLMSTROM et al., 2003).

Outra grande preocupacdo é o efeito dos antimicrobianos sobre as cianobactérias,
em grande parte susceptiveis aos agentes, visto que representam mais de 70% da biomassa
fitoplanctonica, e sdo responsaveis por mais de um terco da producéo total de O, livre e da
fixacdo de CO, (BAQUERO; MARTINEZ; CANTON, 2008; BRASIL, 1999).

Os perfis de resisténcia aos 12 (doze) antimicrobianos apresentados pelos isolados
bacterianos Gram-positivos estdo mostrados na tabela 8. Entre esses isolados, 66,1% (39)
foram resistentes a, pelo menos, um (1) antimicrobiano. Os isolados sensiveis a todos 0s

antimicrobianos foram os isolados dos géneros Oerskovia e Staphylococcus.



Tabela 8 — Perfis de resisténcia entre cepas bacterianas Gram-positivas, isoladas das amostras de aguas e ostras (liquido intervalvar e tecido),
coletadas na area do rio Jaguaribe (Pontal do Macei6 em Fortim — Ceara)

Identificacio N Numero de cepas com perfil de resisténcia por antimicrobiano testado

¢ CFL | CIP | CLO | CPM | CTX | ERI | FLF | NIT | PEN | SUT | TET | OTC
Bacillus spp. 29 17 18 18 14 18 11
Corynebacterium spp. 15 13 14 1 1
Kurthia spp. 2 1 1 1 1
Listeria spp. 4 3 3 1
Oerskovia sp. 1
Staphylococcus spp. 6
CNI 2 1 1
Total 59 17 0 0 36 37 16 0 0 18 1 0 13

N: namero de cepas; CNI: cepas ndo identificadas; CFL: cefalotina; CPM: cefepima; CTX: cefotaxima; CIP: ciprofloxacina; CLO: cloranfenicol; ERI: Eritromicina; FLF:
florfenicol; NIT: nitrofurantoina; OTC: oxitetraciclina; PEN: penicilina G; SUT: sulfazotrim; TET: tetraciclina.

T0T
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No Brasil, Interaminense et al. (2010) detectaram susceptibilidade aos
antimicrobianos em 100% das cepas de Staphylococcus spp., isoladas das espécies de
tubarGes Carcharhinus leucas (cloranfenicol, eritromicina, gentamicina, levofloxacina,
rifampicina, tetraciclina e vancomicina) e Galeocerdo cuvier (clindamicina, levofloxacina e
tetraciclina) em Recife, Estado de Pernambuco. Diferentemente desses resultados, Harnisz,
Gotas e Pietruk (2011) relataram resisténcia pelo menos a quatro (4) antimicrobianos
(amoxicilina, ampicilina, enrofloxacina e tetraciclina), por cepas de Staphylococcus spp.,
isoladas de amostras de agua, na Polbnia, influenciada pela atividade de piscicultura. Na
Austrdlia, cepas de Staphylococcus spp. provenientes de ambientes aquicolas, se mostraram
resistentes a &cido nalidixico, &cido oxolinico, ampicilina, canamicina, cefalexina,
eritromicina, florfenicol, oxitetraciclina, tetraciclina e trimetoprima (AKINBOWALE; PENG,;
BARTON, 2006).

Isolados do género Bacillus foram os que tiveram maior representatividade e
apresentaram percentuais elevados de resisténcia, 62,1% (18) para PEN, CPM e CTX, e
58,6% (17) a CFL. Os representantes do género Corynebacterium também apresentaram
percentuais de resisténcia elevados a CTX (93,3%) e CPM (86,7%).

No Nepal, cepas de Bacillus spp. e Corynebacterium spp. resistentes a metais
pesados, isoladas de efluentes de industria téxtil, apresentaram percentuais elevados de
resisténcia aos antimicrobianos CLO, ERI, PEN e TET (SHARMA; THAPALIYA, 2009).
Nesta pesquisa 0s autores relacionam a possivel associacdo entre a tolerancia de metais
pesados e resisténcia aos antimicrobianos. De acordo com Matyar et al. (2010), realmente
bactérias resistentes a metais pesados se mostraram mais resistente a antimicrobianos.

Entre os isolados de Listeria spp., foi constatada resisténcia apenas a CPM, CTX e
ERI. Conter et al. (2009) detectaram susceptibilidade elevada entre 120 (cento e vinte)
estirpes de L. monocytogenes, isoladas de alimentos (pescados e carnes) e ambientes de
processamento de alimentos, na Italia.

Yan et al. (2010) citaram CTX, CIP e TET, como o0s antimicrobianos aos quais
cepas de L. monocytogenes isoladas de alimentos (pescados, carnes, vegetais e outros)
apresentaram os maiores indices de resisténcia. No entanto, foi registrada susceptibilidade em
mais de 90% dos isolados a ampicilina, ampicilina-sulbactam, cefalotina, cloranfenicol,
eritromicina, gentamicina, imipenem, levofloxacina, moxifloxacina, penicilina G, rifampina,
sulfametoxazol-trimetoprima e vancomicina.

Nas bactérias Gram-positivas, o maior percentual de resisténcia entre as

cefalosporinas foram detectados na seguinte ordem crescente: CFL (12 geracdo); CPM (42
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geragdo) e CTX (32 geracdo). A explicagdo para tal situacdo poderia as alteragdes quimicas
feitas na molécula ativa dessas substancias que passaram a ter agdo tanto sobre as células
bacterianas Gram-positivas como as Gram-negativas (TRABULSI; MIMICA; MIMICA,
2008). Contudo, conforme Davies e Davies (2010) ha evidéncias de uma possivel direcéo
favoravel para a transferéncia de genes de resisténcia, entre bactérias Gram-positivas para
Gram-negativas, no entanto, o inverso ndo é reciproco. Isso explicaria o fato das Gram-
negativas apresentarem maior percentual de resisténcia a cefalotina do que as Gram-positivas.

Na tabela 9, encontram-se a identificacdo até espécies e os perfis de resisténcia
frente aos 12 (doze) antimicrobianos testados, apresentados pelas cepas bacterianas Gram-
negativas isoladas de meio seletivo para bactérias heterotroficas.

Quanto as linhagens Gram-negativas das BHC, apenas 8,5% (5) das cepas foi
sensivel a todos os antimicrobianos testados, esse grupo foi composto pelas espécies
Moraxella lacunata, V. litoralis, V. metschnikovii e por duas (2) cepas nédo identificadas. A
maior incidéncia de resisténcia foi entre os géneros Aeromonas spp. e de Vibrio spp., fato
justificado pelo maior nimero de cepas.

Todas as Aeromonas spp. foram resistentes a AMP, e 85% (17) delas foi resistente
a CFL, o género apresentou resisténcia a sete (58,3%) dos antimicrobianos avaliados.

As espécies de Vibrio apresentaram perfil de resisténcia a nove (75%) dos
antimicrobianos testados. O maior percentual de resisténcia foi observado para AMP, CFL e
ATM, com 75% (12), 68,7% (11), 56,2% (9), respectivamente.

Resultados similares aos expostos acima, foram publicados por Dumontet et al.
(2000), cujos percentuais de resisténcia a AMP e CFL foram o0s maiores entre o0s
antimicrobianos testados contra as bactérias dos géneros Aeromonas e Vibrio isoladas de
moluscos e aguas costeiras na Italia. Silva (2009) menciona Aeromonas spp., isoladas do
estuario do rio Cocd (Estado do Ceard), com elevados percentuais de resisténcia a AMP
(80,5%) e CFL (68,3%).



Tabela 9 — Perfis de resisténcia entre cepas Gram-negativas das bactérias heterotroficas cultivaveis, isoladas das amostras de aguas e ostras
(liquido intervalvar e tecido), coletadas na &rea do rio Jaguaribe (Pontal do Macei6 em Fortim — Ceard)

Numero de cepas com perfil de resisténcia por antimicrobiano testado

Espécies N' "AMP [ ATM | CFL | CFO | CLO | CPM | CTX | EST | FLF | GEN | NAL | NIT
Acinetobacter baumannii 1 1
Aeromonas spp. 20 20 6 17 4 1 1 1
Citrobacter freundii 1 1 1 1
Escherichia coli 1 1 1
Moraxella lacunata 1
Pseudomonas aeruginosa 2 2 2 2 1 2 2
Pseudomonas
o 1 1 1
oryzihabitans
Vibrio alginolyticus 5 5 3 5 1
V. cholerae 1 1 1 1 1 1 1 1
V. coralliilyticus 1 1 1 1 1 1 1
V. ichthyoenteri 1 1 1 1 1 1 1
V. litoralis 1
V. mediterranei 1 1
V. metschnikovii 1
V. navarrensis 1 1 1
V. ordalii 1 1 1 1
V. parahaemolyticus 1 1 1
V. pelagius Il 1 1
V. vulnificus B1 1 1 1 1 1 1
Yersinia enterocolitica 1 1 1
CNI 15 13 9 4 3 2 2 4 1
Total 59 51 29 34 14 1 3 6 8 0 0 4 6

N: nimero de cepas; CNI: cepas ndo identificadas; NAL: &cido nalidixico; AMP: ampicilina; ATM: aztreonam; CFL: cefalotina; CPM: cefepima; CTX: cefotaxima; CFO:
cefoxitina; CLO: cloranfenicol; EST: estreptomicina; FLF: florfenicol; GEN: gentamicina; NIT: nitrofurantoina.
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Corroborando com a pesquisa, Vaseeharan et al. (2005) ressaltam a AMP como o
antimicrobiano que demonstrou maior percentual de resisténcia entre cepas de Aeromonas
spp. e Vibrio spp., ambas com 100% de resisténcia. Na Itdlia, cepas de Vibrio spp.,
provenientes de diferentes sistemas de aquaculturas (malacocultura, carcinicultura,
piscicultura) foram 100% resistentes a AMP (LAGANA et al., 2011). Na Tunisia, cepas de
Aeromonas spp. isoladas de amostras de &gua do mar e mexilhdes (Mytilus edulis e C. gigas)
foram 100% resistentes a AMP (MEJDI et al., 2010). No Brasil, 90% das cepas de V.
parahaemolyticus, isoladas de camardes, foram resistentes a AMP (MELO et al., 2011).

As cepas de Aeromonas spp. mostraram-se susceptiveis a CLO (100%), CPM
(95%), CTX (95%), EST (100%), FLF (100%), GEN (100%), NAL (100%) e NIT (95%).
Resultados similares de susceptibilidade foram registrados por Evangelista-Barreto et al.
(2010), em cepas de Aeromonas spp. isoladas do estuario do rio Cocd, Ceara — Brasil, para
CLO (100%), NAL (86,8%) e NIT (100%), com excecao apenas para CFL (94,7%).

Contudo, na Turquia, cepas de Aeromonas spp. isoladas de aguas costeiras do Mar
Mediterraneo, mostraram um alto percentual de resisténcia quando expostas a alguns desses
antimicrobianos, sendo os seguintes: CLO (54,8%), CTX (43,3%), EST (15%), GEN (13,3%),
NAL (37,2%) e NIT (78,4%) (MATYAR et al., 2010). No Egito, Zaky, Mansour e Persson
(2010) detectaram resisténcias a AMP e PEN em 100% (21) das cepas de Aeromonas spp.,
isoladas de amostras de peixes e aguas do lago Manzala. Esses resultados coincidem com o do
presente estudo, no entanto, a susceptibilidade a CLO (76,2%), EST (52,4%), GEN (19%) foi
muito inferior &s deste trabalho.

As demais espécies das BHC Gram-negativas identificadas mostraram maior
percentual de resisténcia quando expostas a AMP e ATM, com 75% e 62,5%,
respectivamente e juntas foram resistentes a 58,3% (7) dos antimicrobianos testados. As
quinze (15) cepas que ndo foram identificadas apresentaram maior resisténcia a AMP e ATM,
com 86,7% e 60%, respectivamente e com resisténcia a 66,7% (8) aos antimicrobianos
avaliados.

As cepas de Pseudomonas spp. se mostraram resistentes a AMP (100%), ATM
(33,3%), CFL (66,7%), CFO (66,7%), CTX (33,3%), NAL (66,7%) e NIT (66,7%) e
susceptiveis aos demais antimicrobianos (CPM, CLO, EST, FLF e GEN).

Os dados desse estudo concordam com Matyar et al. (2010) que também
detectaram resisténcia em cepas de Pseudomonas spp., isoladas da agua costeira do Mar
Mediterraneo, a CTX (8,7%), NAL (26,8%) e NIT (86,2%). Contudo os autores relataram
resisténcias de Pseudomonas spp. ao CLO (60,8%), EST (36,2%), GEN (19,6%) diferente do
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que foi encontrado no presente trabalho em que as cepas de Pseudomonas spp. foram
susceptiveis a esses antimicrobianos. De acordo com os pesquisadores, atividades antrépicas
(mineracdo e agricultura intensiva) exercidas proximas a costa da Turquia, contribuiram com
a contaminacdo dos ambientes aquaticos por antimicrobianos e metais pesados, assim
promovendo a selecéo da microbiota indigena resistente a esses compostos.

Ndi e Barton (2012) relataram a presenca de genes de resisténcia a metais pesados
e antimicrobianos em Pseudomonas spp., isolados de ambientes de piscicultura, na Austrélia,
representando um risco a salde publica através da possivel contaminacdo dos alimentos e
fontes de abastecimento humano de agua.

As Enterobacteriaceae isoladas foram susceptiveis a 75% (9) dos antimicrobianos
testados, com perfil de resisténcia a ampicilina (100%), aztreonam (100%) e cefoxitina
(33,3%). Analisando os resultados de Fernandez-Delgado e Suarez (2009), foi verificado uma
total efichcia dos antimicrobianos canamicina, cefixima, ceftazidima, gentamicina,
lomefloxacina, netromicin, sulfametoxazol-trimetoprima e tobramicina contra cepas da
familia Enterobacteriaceae. Entretanto, meste mesmo trabalho, os autores detectaram
resisténcia a ampicilina, ampicilina/sulbactam, carbenicilina e penicilina G em mais de 50%
dos isolados, e resisténcia a cefazolina, cefoxitina e cefradina em 20% dessas bactérias.

Os resultados obtidos estdo de acordo com os relatos de Rodriguez, Hariharan e
Nimrod (2011), os quais detectaram 5,7% (2) das linhagens Gram-negativas de BHC,
extraidas de moluscos (Strombus gigas e Cittarium pica), em Granada, Caribe, sensiveis a
todos os antimicrobianos. Referenciando ainda os mesmos autores, AMP se apresentou como
antimicrobiano mais resistente, 60% (21) das cepas, seguida por cefalotina (40%),
estreptomicina (28,6%), amoxicilina/acido clavulanico (20%), tetraciclina (17,1%),
cloranfenicol (8,6%), gentamicina (5,7%), ciprofloxacina (2,9%) e sulfametoxazol-
trimetoprima (2,9%). Contudo para enrofloxacina todas as cepas se mostraram susceptiveis.

Harnisz, Gota§ e Pietruk (2011) mencionaram a influéncia do uso de
antimicrobianos na aquicultura, como um dos principais fatores responsaveis pela alta
resisténcia da microbiota em ecossistemas aquéticos das reservas ecoldgicas naturais da Uniao
Europeia. A contagem de BHC psicrofilicas e meséfilas, resistentes a TET, em aguas do rio
Drweca, na Pol6nia, foram maiores nos pontos proximos da saida de agua das fazendas de
peixes, que faziam uso de OTC na piscicultura.

As estirpes do género Vibrio isoladas sobre o meio seletivo agar TCBS também
foram submetidos a teste de antibiograma com as mesmas substancias usadas para as outras
bactérias Gram-negativas (TABELA 10).



Tabela 10 — Perfis de resisténcia entre cepas de Vibrio spp. isoladas das amostras de aguas e ostras (liquido intervalvar e tecido), coletadas na
area do rio Jaguaribe (Pontal do Maceié em Fortim — Ceara)

Numero de cepas com perfil de resisténcia por antimicrobiano testado

Espécies N "AMP | ATM | CFL | CFO | CLO | CPM | CTX | EST | FLF | GEN | NAL | NIT
V. agarivorans 2 1 1 1 1
V. alginolyticus 6 6 2 5 2 1 1 3
V. calviensis 2 2 1 1

V. campbellii 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
V. coralliilyticus 11 9 2 7 4 1 1 2 1 3 3
V. diabolicus 1 1 1

V. fisheri 1 1 1
V. fortis 1 1 1 1 1 1 1 1

V. harveyi 1 1 1 1 1

V. ichthyoenteri 1 1

V. litoralis 4 3 1 2 2 2 3 1
V. metschnikovii 1 1 1 1 1

V. mimicus 1 1

V. natriegens 2 2 1

V. navarrensis 4 4 2 3 4 1 1 1 1 3
V. pectenicida 5 4 2 1 1

V. ruber 17 16 7 8 7 1 1 3 1 3 3
V. susperstes 1

V. tasmaniensis 5 4 3 2 4 1 1 1 3 2
V. vulnificus B2 1 1 1

Total 68 59 24 34 28 4 4 7 12 1 2 16 18

N: nimero de cepas; NAL: acido nalidixico; AMP: ampicilina; ATM: aztreonam; CFL: cefalotina; CPM: cefepima; CTX: cefotaxima; CFO: cefoxitina; CLO: cloranfenicol,;
EST: estreptomicina; FLF: florfenicol; GEN: gentamicina; NIT: nitrofurantoina.
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Quanto aos vibrios isolados a partir do meio TCBS, todos apresentaram, pelo
menos uma (1) cepa resistente aos antimicrobianos testados. A maior frequéncia de resisténcia
foi apresentada pelas estirpes de V. ruber e V. coralliilyticus, o que se justifica pelo maior
numero de cepas isoladas. O V. ruber é uma espécie considerada nova, visto que foi descrita
pela primeira vez em 2003, com os isolados susceptiveis a AMP, EST e NAL (SHIEH et al.,
2003). Em nossa pesquisa, os isolados dessa estirpe mostraram resisténcia a essas mesmas
substancias. O V. coralliilyticus também foi descoberto em 2003, contudo o isolado dessa
estirpe se mostrou resistente a AMP, mas susceptivel a GEN e CLO (BEN-HAIM et al.,
2003). Entre os nossos isolados todos foram resistentes a AMP e alguns isolados (9,1%)
também se mostraram resistentes a GEN e CLO.

A crescente porcentagem de isolados resistentes a antimicrobianos, segundo
alguns autores (BAQUERO; MARTINEZ; CANTON, 2008; DEFOIRDT; SORGELOOS;
BOSSIER, 2011; QI et al., 2009; RAHIMAN et al., 2010; RODGERS; FURONES, 2009)
esta relacionada ao uso abusivo de antimicrobianos nas praticas aquicolas no tratamento de
infeccdes, profilatico e como promotores de crescimentos.

A ampicilina foi o antimicrobiano ao qual a maioria das espécies apresentou
resisténcia, com excecdo de V. agarivorans e V. susperstes, que se mostraram 100%
susceptiveis a ele. Entre as BHC Gram-negativas a resisténcia a AMP também foi bastante
elevada, inclusive nas estirpes de Vibrio spp. identificadas. Esses resultados corroboram com
as observacOes de Rodriguez, Hariharan e Nimrod (2011), que mencionaram maior ocorréncia
de resisténcia a ampicilina em 81,8% (9) das cepas de Vibrio spp., extraidas de moluscos
(Strombus gigas e Cittarium pica), em Granada, Caribe; seguido por estreptomicina (36,4%),
cefalotina (27,3%), amoxicilina/acido clavuléanico (18,2%) e gentamicina (9,1%).

Na India, AMP também foi o antimicrobiano menos eficiente contra cepas de
Vibrio spp. isoladas de amostras de camardes, aguas de incubadoras e viveiros de camardes
entre 16 (dezesseis) drogas testadas (VASEEHARAN et al., 2005).

Do mesmo modo, na Tunisia, Mechri et al. (2011) mencionaram um alto
percentual de resisténcia das estirpes de Vibrio spp., isoladas de amostras de bivalves e dgua
do mar (dentro e fora da incubadora, dos tanques de matrizes, larva e pds-larva), a ampicilina
(86,9%), co-trimoxazol (28,6%), cloranfenicol (29,8%), ciprofloxacina (5,9%), eritromicina
(6,9%), esreptomicina (78,6%), gentamicina (44%), flumequine (5,9%), acido nalidixico
(5,9%) e tetraciclina (30,9%).

Entre as cepas Gram-negativas, foi observado nas cefalosporinas, um maior

percentual de resisténcia aos farmacos de primeiras geragdes (12 > 22 > 32 > 4%), Esses
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resultados eram esperados, uma vez que 0s antimicrobianos pertencentes a classe citada,
foram aperfeicoando sua eficiéncia contra bactérias Gram-negativas a cada nova geracao
(TRABULSI; MIMICA; MIMICA, 2008). Conforme Henriques et al. (2006), genes de
resisténcia a antimicrobianos mais antigos, sdo mais difundidos e detectados entre as
populagdes bacterianas de ambientes estuarinos.

Na tabela 11, as cepas das BHC Gram-positiva estdo distribuidas de acordo com
seus perfis de resisténcia e multirresisténcia por amostra de aguas e ostras (liquido intervalvar
e tecido), coletadas na area do rio Jaguaribe em Fortim, Estado do Ceara. Na mesma tabela,

também se encontra o valor do indice MAR.

Tabela 11 — Perfis de resisténcia e multirresisténcia das cepas Gram-positivas das bactérias
heterotroficas cultivaveis, isoladas das amostras de aguas e ostras (liquido intervalvar e
tecido), coletadas na area do rio Jaguaribe (Pontal do Maceié em Fortim — Ceara)

Perfis de resisténcia aos A N
antimicrobianos* Genero Agua | Ostras MAR
CFL, CPM, CTX, ERI*, OTC, PEN Bacillus sp. 1 0,5
CFL, CPM, CTX*, ERI*, OTC*, PEN Bacillus sp. 1 0,5
CFL*, CPM, CTX, ERI*, OTC*, PEN Bacillus spp. 3 0,5
CFL*, CPM, CTX*, ERI*, OTC*, PEN  Bacillus spp. 1 1 0,5
CFL, CPM, CTX, ERI*, PEN Bacillus spp. 2 0,38
CFL*, CPM, CTX, ERI*, PEN Bacillus spp. 2 1 0,38
CFL*, CPM, CTX*, ERI*, PEN Bacillus sp. 1 0,38
CFL, CPM, CTX, OTC, PEN Bacillus sp. 1 0,38
CFL, CPM, CTX, OTC*, PEN Bacillus spp. 1 1 0,38
CFL, CPM, CTX, PEN Bacillus sp. 1 0,25
Corynebacterium spp. 5 3
CPM, CTX Listeria spp. 1 2 RS
CNI 1
CPM*, CTX* Corynebacterium spp. 2 2 RS
CPM, CTX*, ERI, OTC* Kurthia sp. 1 0,38
CPM, CTX*, ERI*, PEN Bacillus sp. 1 0,38
CPM, CTX, OTC* Corynebacterium sp. 1 0,25
CTX* Corynebacterium sp. 1 RS
ERI* Listeria sp. 1 RS
OoTC Bacillus sp. 1 RS
SUT* Corynebacterium sp. 1 RS
Total 17 23

*: resisténcia intermediaria; N: ndmero de cepa; MAR: indice de multirresisténcia a antimicrobianos; RS:
resisténcia simples; CNI: cepas ndo identificadas; CFL: cefalotina; CPM: cefepima; CTX: cefotaxima; ERI:
eritromicina; OTC: oxitetraciclina; PEN: penicilina G; SUT: sulfazotrim.
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Segundo Tavares (2001b), a resisténcia simples é quando um micro-organismo
resiste a apenas uma (1) classe de antimicrobiano, e a multirresisténcia é caracterizada pela
resisténcia simultanea a mais de um (1) antimicrobiano, de classes diferentes.

Dentre as 40 (quarenta) cepas que apresentaram resisténcia aos antimicrobianos
testados, 50% (20) foram caracterizadas como resisténcia simples, deste grupo fizeram parte
0s géneros: Bacillus (2,5%), Corynebacterium (35%) e Listeria (10%) e a CNI (2,5%). Nos
outros 50% (20) das cepas, a multirresisténcia foi expressa em Bacillus (45%),
Corynebacterium (2,5%) e Kurthia (2,5%). A resisténcia multipla foi detectada em 42,2% (7)
e 56,5% (13) das amostras de agua e ostras, respectivamente. A predominéncia da
multirresisténcia nas amostras de ostras esté relacionada ao maior numero de Bacillus spp.,
isolados pertencentes a esta amostra, visto que 0s mesmos, corresponderam a maior parcela da
BHC Gram-positivas com este perfil.

O indice MAR variou de 0,25 a 0,5, sendo que a multirresisténcia variou de trés
(3) a seis (6) antimicrobianos, pertencentes a duas (2) e quatro (4) classes desses farmacos. O
maior percentual de cepas com perfil de multirresisténcia ficou entre trés (3) e quatro (4)
classes de antimicrobianos distintos, com 27,5% (11) e 17,5% (7), respectivamente.

O género Bacillus foi predominante entre as cepas de linhagens Gram-positivas
das BHC, isoladas de amostras de ostras e dgua, e também foi 0 que obteve maior nimero de
perfis de multirresisténcia. Ao todo foram cinco (5) diferentes perfis de resisténcia maltipla
deste género, expressos em 94,7% (18) das cepas resistentes. A multirresisténcia variou de
quatro (4) a seis (6) antimicrobianos, pertencentes a duas (2) e quatro (4) classes distintas,
respectivamente.

As demais cepas pertenciam a outros cinco (5) géneros (Corynebacterium,
Listeria, Kurthia, Oerskovia e Staphylococcus) e uma (1) CNI, que corresponderam a 52,5%
(21) das cepas isoladas resistentes. No entanto, apenas dois (2) perfis de multirresisténcia
foram detectados em duas (2) cepas de géneros distintos, que foram Corynebacterium spp.
(CPM, CTX, OTC) e Kurthia spp. (CPM, CTX, ERI, OTC).

Os perfis mais comuns foram apresentados pelos representantes do género Bacillus
spp., foram eles: CPM, CTX, PEN; CPM, CTX, ERI, PEN e CFL, CPM, CTX, ERI, PEN. O
primeiro perfil foi observado em 41,2% (7) dos isolados resistentes das amostras de agua e
65,2% (15) das amostras de ostras. O segundo perfil esteve presente em 35,3% (6) dos
isolados das amostras de agua e 52,2% (12) das amostras de ostras. E o terceiro perfil foi
observado em 23,5% (4) dos isolados das amostras de agua e 52,2% (12) das amostras de

ostras.
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Corroborando com a pesquisa, Sharma e Thapaliya (2009) publicaram dados sobre
Bacillus spp. e Corynebacterium spp., que confirmam os resultados aqui expostos, com 33,3%
e 50% das cepas resistentes a uma (1) e duas (2) classes de antimicrobianos, respectivamente,
para ambos os géneros, e com multirresisténcias a trés (3) e quatro (4) classes para
Corynebacterium spp. e Bacillus spp., respectivamente. Entre os dois (2) géneros citados, o
indice MAR variou de 0,29 a 0,57, estes resultados sdo semelhantes aos detectados na
presente pesquisa.

Diferentemente dos resultados exposto na presente pesquisa, Yan et al. (2010)
alegam multirresisténcia em 18,9% (17) das cepas de L. monocytogenes isoladas de pescados
e outros tipos de alimentos chineses. Na Italia, cepas de L. monocytogenes, tiveram 8,3% (10)
dos isolados resistentes a um (1) antimicrobiano, 2,5% (3) a dois (2) e 0,8% (1) a cinco (5)
antimicrobianos (CONTER et al., 2009). De acordo com os mesmos autores, a incidéncia
global de resisténcia a antimicrobianos em L. monocytogenes ainda é relativamente baixa.

Perfis de multipla resisténcia a penicilina e eritromicina, entre bactérias Gram-
positivas, foram detectadas em efluentes, no Nepal (SHARMA; THAPALIYA, 2009). Os
mecanismos de resisténcia apresentados por esses tipos de bactérias sdo principalmente, por
mutacBes cromossémicas e/ou aquisicbes de plasmidios de resisténcias (ALTERTHUM,
2008a).

Na tabela 12 estdo agrupados os perfis de resisténcia e multirresisténcia e
respectivos valores do indice MAR, apresentados pelas cepas bacterianas Gram-negativas de

acordo com a amostra de origem.

Tabela 12 — Perfis de resisténcia e multirresisténcia das cepas bacterianas Gram-negativas,
isoladas das amostras de aguas e ostras (liquido intervalvar e tecido), coletadas na area do rio
Jaguaribe (Pontal do Maceié em Fortim — Ceara)

Perfis de resisténcia aos L . N

antimicrobianos Espécies Agua | Ostras MAR
Aeromonas sp. 1

AMP Vibrio m_edlterranel 1 RS
V. pelagius Il 1
CNI 1
Pseudomonas 1

AMP, ATM oryzihabitans 0,29
CNI 1
Escherichia coli 1

*

AMP, ATM CNI 1 0,29

AMP*, ATM CNI 1 0,29

AMP*, ATM* versinia 1 0,29

enterocolitica
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Continua Tabela 12 — Perfis de resisténcia e multirresisténcia das cepas bacterianas Gram-
negativas, isoladas das amostras de &guas e ostras (liquido intervalvar e tecido), coletadas na
area do rio Jaguaribe (Pontal do Macei6 em Fortim — Ceara)

Perfis de resisténcia aos .~ N

antimicrobianos Espécies Agua | Ostras MAR

AMP, ATM, CFL* CNI 1 0,43

AMP, ATM*, CFL Aeromonas sp. 1 0,43

AMP, ATM*, CFL* Aeromonas spp. ! 2 043
V. alginolyticus 2

AMP, ATM*, CFL, CFO* Aeromonas sp. 1 0,43
V. alginolyticus 1

AMP, ATM*, CFL*, CFO* Aeromonas sp. 1 0,43

ﬁl‘ll\_/ll_P’ ATM?, CFL*, CFO™, EST#, V. coralliilyticus 1 0,71

AMP, ATM, CFL*, CFO*, CPM,

CTX CNI 1 0,71

AMP, ATM, CFL*, CTX*, NAL, NIT V. ichthyoenteri 1 0,71

AMP, ATM*, CFO* Citrobacter freundii 1 0,43

AMP, ATM, CFO*, CPM*, EST* CNI 1 0,57

AMP, ATM, CFO*, CTX* CNI 1 0,43

* * * *
é‘g:.i ﬁ\l;hﬂ* CLO*, CFL*, CFO%, V. cholerae 1 0,86
- - V. ordalii 1

AMP, ATM*, EST CNI 5 0,43
Aeromonas spp. 4

AMP, CFL V. alginolyticus 1 0,29
V. parahaemolyticus 1
Aeromonas spp. 1 4

AMP, CFL* V. alginolyticus 1 0,29
CNI 1

AMP*, CFL Aeromonas sp. 1 0,29

AMP, CFL, CFO, CTX*, NAL, NIT P. aeruginosa 1 0,57

AMP, CFL, CFO, NAL, NIT P. aeruginosa 1 0,57

AMP, CFL, CFO*, NIT* Aeromonas sp. 1 0,43

AMP* CFL, NIT CNI 1 0,43

AMP, CFO* Aeromonas sp. 1 0,29

AMP, CPM, CTX* Aeromonas sp. 1 0,29

AMP, EST* CNI 1 0,29

ATM Acinetoba_l_cter 1 RS
baumannii

ATM*, CFL* V. navarrensis 1 0,29

ATM, CFL*, CFO, CTX*, EST* V. vulnificus B1 1 0,43

Total 7 47

*. resisténcia intermediaria; N: numero de cepas; MAR: indice de multirresisténcia a antimicrobianos; RS:
resisténcia simples; CNI: cepas ndo identificadas; NAL: acido nalidixico; AMP: ampicilina; ATM: aztreonam;
CFL: cefalotina; CPM: cefepima; CTX: cefotaxima; CFO: cefoxitina; CLO: cloranfenicol; EST: estreptomicina;
NIT: nitrofurantoina.
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Das 54 (cinquenta e quatro) cepas das linhagens de BHC Gram-negativas que
apresentaram resisténcia, 90,7% (49) foram multirresistentes, com exce¢do apenas das
seguintes cinco (5) estirpes: Acinetobacter baumannii, V. mediterranei, V. pelagius II,
Aeromonas spp. e uma (1) CNI. Diferentemente, Harnisz, Gota$ ¢ Pietruk (2011) detectaram
resisténcia multipla perante os antimicrobianos para 100% das cepas de Acinetobacter spp. e
Aeromonas spp., isoladas de ecossistemas aquaticos, com influéncia da aquicultura. Matyar et
al. (2010) também relataram indices elevados de resisténcia a antimicrobianos das cepas
isoladas de amostras (agua, sedimento e camardo) da baia de Iskenderun, na Turquia, com
56,8% das cepas apresentando resisténcia a sete (7) ou mais antimicrobianos.

Os resultados acima citados sdo muito superiores aos publicados por Rose et al.
(2009), visto que, das 472 (quatrocentos e setenta e duas) cepas das BHC Gram-negativas,
isoladas de vertebrados marinhos (peixes, mamiferos e aves), na regido costeira do nordeste
dos Estados Unidos, o perfil de resisténcia foi notado em 58% das cepas, enquanto 43% foram
resistente a mais de um (1) antimicrobiano, contudo, 38% obtiveram indice MAR > 0,2.

Nesta pesquisa, 0 indice MAR variou de 0,29 a 0,86 nas BHC Gram-negativas e a
multirresisténcia foi observada entre dois (2) e sete (7) antimicrobianos pertencentes a duas
(2) e seis (6) classes, e a Unica espécie de V. cholerae isolada neste estudo foi multirresistente
a seis (6) classes de antimicrobianos.

Entre os vibrios a resisténcia maltipla variou de dois (2) a sete (7) antimicrobianos,
pertencentes a duas (2) e seis (6) classes distintas. A multirresisténcia a duas (2) e trés (3)
classes de farmacos foi predominante. As espécies de V. coralliilyticus e V. ichthyoenteri
foram multirresistentes a cinco (5) classes. Na Coréia, 100% (24) das cepas de V.
parahaemolyticus apresentaram multirresisténcia, com alguns isolados resistentes até mesmo
11 (onze) antimicrobianos (JUN et al.,, 2012). No Brasil, 50% das cepas de V.
parahaemolyticus, isoladas de camardes em supermercados da cidade de Natal, demostraram
multirresisténcia aos antimicrobianos testados (MELO et al., 2011).

Analisando os resultados de Rojas et al. (2012), foi possivel detectar
multirresisténcia perante duas (100%), trés (10,5%), quatro (15,8%) e cinco (5,3%) classes de
antimicrobianos distintas, em 19 (dezenove) cepas de V. parahaemolyticus provenientes de
ostras e mexilhdes, em S&o Paulo, Brasil. O indice MAR variou de 0,29 a 0,71, confirmando a
multirresisténcia de todas as cepas estudadas pelos autores.

O maior percentual com perfil de multirresisténcia ficou entre duas (2) e trés (3)
classes distintas de antimicrobianos, com 44,4% (24) e 35,2% (19) das cepas que

apresentaram resisténcia, respectivamente. Akinbowale, Peng e Barton (2006) também
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obtiveram maiores percentuais de multirresisténcia entre duas (31,7%) e trés (18,3%) classes
de antimicrobianos, e atribuiram a multirresisténcia a pressdo exercida pela possivel utilizacdo
de um (1) ou mais antimicrobianos na aquicultura.

Na India, em BHC Gram-negativas isoladas de pescados pelagicos, a
multirresisténcia foi observada diante de duas (2) a sete (7) classes de antimicrobianos,
porém, assim como no presente trabalho, a multirresisténcia frente a duas (2) e trés (3) classes
foi predominante entre as bactérias (GHOSH; MANDAL, 2010).

No presente estudo, as cepas de Aeromonas spp. foram resistentes a uma (1), duas
(2) e trés (3) classes de antimicrobianos, com 60% (12) das cepas resistentes a duas (2)
classes, e apenas 5% (1) delas com resisténcia simples. Na Tunisia, Aeromonas spp., isoladas
de bivalves (Mytilus edulis e C. gigas) cultivados e da agua do entorno, a multirresisténcia
dessas bactérias foram conferidas a quatro (4) classes de antimicrobianos (MEJDI et al.,
2010). Do mesmo modo, na Turquia, a multirresisténcia foi detectada em cepas de Aeromonas
spp. isoladas de &guas costeiras (MATYAR et al.,, 2010). No Brasil, Aeromonas spp.,
provenientes do estuario do rio Cocd, Ceara, apresentaram multirresisténcia perante duas (2),
trés (3) e quatro (4) classes de antimicrobianos (EVANGELISTA-BARRETO et al., 2010).

Os resultados obtidos estdo de acordo com as observacgdes de Zhao e Dang (2012),
gue mencionaram a ocorréncia de multirresisténcia frente a cinco (5) classes de
antimicrobianos em 100% (34) dos isolados de Aeromonas spp. gnr-positivo (gene de
resisténcia a quinolonas), e 67,6% (23) multirresistentes a nove (9) classes distintas. Zaky,
Mansour e Persson (2010), também obtiveram alto percentual de Aeromonas spp.
multirresistentes em 57,1% (12) das cepas, com resisténcia a duas (28,6%), trés (19%) e
quatro (9,5%) classes distintas.

Mejdi et al. (2011) relatam multirresisténcia em todas as cepas de Vibrio spp. e
Aeromonas spp., isoladas de ambientes costeiro na Tunisia, com resisténcia a pelo menos trés
(3) antimicrobianos e o indice MAR variando entre 0,50 a 0,83. Os autores também
mencionaram a presenca de gene de viruléncia (toxRS) de V. cholerae, em duas (2) cepas de
V. alginolyticus e uma (1) de A. hydrophila, além dos fatores de viruléncia (B-hemdlise,
DNAse, lecitinase, caseinase, amilase e lipase) expressado pela grande maioria dos isolados.

As estirpes de Pseudomonas spp. foram multirresistentes a duas (2) e quatro (4)
classes. Contribuindo com a discussdo Ndi e Barton (2012) detectaram gene de resisténcia
(mexB), responsavel pela bomba de efluxo de multidrogas, em Pseudomonas spp., isoladas de
ambiente de piscicultura, na Australia. Na Turquia, Matyar et al. (2010) observaram também,

um grande numero de isolados de Pseudomonas spp. multirresistentes a antimicrobianos, e
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algumas dessas estirpes foram resistentes a até 11 (onze) drogas, mas a grande maioria foram
a cinco (5) e seis (6) antimicrobianos. Os mesmos autores acreditam, com base em outros
trabalhos, que o alto percentual de multirresisténcia é proveniente de ambientes de aquicultura
e efluentes hospitalares, por meio da transferéncia de plasmideos entre as populacdes
bacterianas.

Entre as espécies pertencentes a familia das Enterobacteriaceae, a multirresisténcia
ficou entre duas (2) e trés (3) classes. Fernandez-Delgado e Suarez (2009) constataram
multirresisténcia por Enterobacteriaceae, provenientes de aguas costeiras e ostras (C.
rhizophorae) no Caribe, a pelo menos cinco (5) antimicrobianos diferentes. Os autores
ressaltam sobre o perigo a saude publica, visto que tanto a &gua como as ostras sdao fontes de
transmissdo de cepas multirresistentes a populacdo humana e ao ambiente.

Ja mencionado anteriormente, Aeromonas foi 0 género que obteve maior nimero
de espécies identificadas, e entre essas espécies cinco (5) diferentes perfis de multirresisténcia
foram expressos em 95% (19) das cepas. Os vibrios foram o segundo género em nimero de
espécies identificadas, e apresentaram, no entanto, nove (9) diferentes perfis de
multirresisténcia em 85,7% (12) das cepas resistentes.

As 13 (treze) cepas bacterianas Gram-negativas ndo identificadas resistentes
apresentaram nove (9) distintos perfis de multirresisténcia. A resisténcia multipla variou de
dois (2) a seis (6) antimicrobianos pertencentes a duas (2) e quatro (4) classes distintas,
respectivamente.

As demais cepas (7) das BHC Gram-negativas, pertencentes a cinco (5) géneros
distintos, apresentaram quatro (4) diferentes perfis de multirresisténcia, em 85,7% (6) dos
isolados. Em 42,9% (3) das cepas (Escherichia coli, Pseudomonas oryzihabitans e Yersinia
enterocolitica) o mesmo perfil de multirresisténcia (AMP e ATM) foi observado. A
resisténcia multipla variou de dois (2) a seis (6) antimicrobianos pertencentes a duas (2) e
quatro (4) classes distintas, respectivamente. Multirresisténcia a duas (2) classes de farmacos
foram predominantes em 42,9% (3) das cepas.

Entre esses isolados trés (3) perfis de multirresisténcias foram mais comuns tanto
das amostras de agua como de agua: [AMP, CFL]; [AMP, ATM] e [AMP, ATM, CFL]. O
primeiro perfil foi verificado em 57,1% (4) dos isolados das amostras de agua e 61,7% (29)
das amostras de ostras. Esse perfil foi predominante entre as Aeromonas spp. e Vibrio spp.,
com 51,5% (17) e 27,3% (9), respectivamente. O segundo perfil foi observado em 57,1% (4)
dos isolados das amostras de agua e 46,8% (22) das amostras de ostras e foi predominante

entre as estirpes ndo identificadas e os Vibrio spp, com 34,6% (9) e 26,9% (7),
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respectivamente. O terceiro perfil esteve presente em 28,6% (2) dos isolados das amostras de
agua e 25,5% (12) das amostras de ostras. A multirresisténcia a AMP, ATM, CFL foi
verificada predominante entre as Aeromonas spp. e Vibrio spp., ambas em 42,9% (6) das
cepas.

Os perfis de multirresisténcias foram mais frequentes entre as estirpes
provenientes das ostras do que da agua. Tal fato é explicado pelo maior nimero de isolados
bacterianos pertencerem as amostras de ostra do que a agua.

Outras pesquisas ja detectaram resisténcia multipla em estirpes bacterianas
isoladas de amostras ambientais e de animais aquaticos marinhos ou estuarinos (ADELEYE et
al., 2011; GIRLICH; POIREL; NORDMANN, 2011; HARNISZ; GOLAS; PIETRUK, 2011;
ZHAO; DANG, 2012

Na costa noroeste de Portugal, em um ecossistema multi-estuarino, Henriques et
al. (2006) concluiram que genes codificma a -lactamase séo frequentemente codificados em
bactérias Gram-negativas, isoladas de &guas estuarinas. Entretanto, conforme Ferrini et al.
(2008) e Ottaviani et al. (2001), resisténcia a antimicrobianos p-lactdmicos pode ser detectada
tanto em Vibrio spp. produtores de B-lactamase como nos desprovidos desta enzima. Assim é
possivel que as [-lactamases nem sempre sejam 0 principal mecanismo de resisténcia das
bactérias contra essa classe de antimicrobianos.

De acordo com Li et al. (2009), a difusdo da resisténcia a drogas B-lactamicas €
decorrente, principalmente pela expressdo de genes que codificam a enzima [-lactamase,
contudo, a co-resisténcia a muitos antimicrobianos de diferentes classes, em isolados de aguas
residuais, & proveniente de outros mecanismos de resisténcia, como a bomba de efluxo. Ndi e
Barton (2012) relatam a deteccdo de bomba de efluxo como o principal mecanismo de
multirresisténcia aos antimicrobianos de diferentes classes em bactérias Gram-negativas
provenientes de ambientes de aquacultura, na Australia. Ndo foram detectados genes que
codificam resisténcias aos f3-lactamicos nas cepas bacterianas.

Assim, diante das afirmacOes anteriores, € provavel que no presente trabalho, a
bomba de efluxo seja o principal mecanismo responsavel pelas multirresisténcias encontradas
nas estipes estudadas. Pois, de acordo com Brown e Balkwill (2009) a manutencdo de um (1)
unico ou limitado nimero de mecanismos de resisténcia, que abrangem uma maior quantidade
de antimicrobianos, seria mais eficaz, pois ha um grande gasto de energia na manutencédo de
varios elementos de resisténcias (EDENS, 2003).

Na tabela 13 sdo apresentados os perfis de resisténcia das cepas de Vibrio spp. de

acordo com as amostras de origem.
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Tabela 13 — Perfis de resisténcia e multirresisténcia das cepas de Vibrio spp., isoladas das
amostras de aguas e ostras (liquido intervalvar e tecido), coletadas na area do rio Jaguaribe
(Pontal do Maceié em Fortim — Ceara)

Perfis de resisténcia aos antimicrobianos | Espécies < N MAR
Agua | Ostras

V. alginolyticus 1

V. calviensis 1

V. coralliilyticus 3

V. ichthyoenteri 1
AMP V. litoralis 1 RS

V. mimicus 1

V. natriegens 1

V. pectenicida 2

V. ruber 1 4
AMP* V. ruber 1 RS
AMP. ATM V. pectenicida 1 0,29

V. ruber 1
AMP, ATM, CFL*, CFO V. ruber 1 0,43
AMP, ATM, CFL, CFO, CLO, CPM, CTX, V. campbelli 1 10
NAL, NIT ' ’
AMP, ATM, CFL, CFO, CPM, CTX V. ruber 1 0,43
AMP, ATM, CFL, CFO, CPM, CTX, NAL V. fortis 1 0,57
AMP, ATM, CFL, CFO, CTX* V. coralliilyticus 1 0,43
AMP, ATM, CFL, CFO, EST, NAL, NIT V. ruber 1 0,86
AMP, ATM, CFL, CFO, EST, NIT V. navarrensis 1 0,71
AMP, ATM*, CFL, CFO, EST*, NIT V. alginolyticus 1 0,71
AMP, ATM, CFL*, CFO*, NAL V. ruber 1 0,57
AMP, ATM, CFL*, CFO, NAL V. tasmaniensis 1 0,57
AMP, ATM*, CFL, CFO, NIT V. alginolyticus 1 0,57
AMP, ATM*, CFO V. calviensis L 043

V. natriegens 1
AMP, ATM*, CFO*, CTX* V. metschnikovii 1 0,43
AMP, ATM, CFO, CPM, CTX, NAL V. tasmaniensis 1 0,57
AMP, ATM, CFO, EST* V. harveyi 1 0,57
AMP, ATM, CFO*, EST, GEN, NAL, NIT V. coralliilyticus 1 0,86
AMP, ATM*, CFO, EST*, NIT V. ruber 1 0,71
AMP, ATM*, CFO*, FLF*, NIT V. ruber 1 0,71
AMP, ATM*, CFO, NIT* V. tasmaniensis 1 0,57
AMP, ATM, CFL, CTX* V. pectenicida 1 0,43

V. alginolyticus 1
AMP, CFL V. ruber 1 0,29

V. vulnificus B2 1

V. coralliilyticus 1
AMP. CFL* V. diab_olicus 1 0,29

V. natriegens 1

V. ruber 1
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Continua Tabela 13 — Perfis de resisténcia e multirresisténcia das cepas de Vibrio spp.,
isoladas das amostras de aguas e ostras (liquido intervalvar e tecido), coletadas na area do rio
Jaguaribe (Pontal do Maceié em Fortim — Ceard)

Perfis de resisténcia aos antimicrobianos | Espécies < N MAR
Agua | Ostras
AMP, CFL*, CFO*, CLO, NIT V. navarrensis 1 0,57
V. coralliilyticus 1
AMP, CFL, CFO, EST, NAL V. litoralis 1 1 0,57
V. ruber 1
AMP, CFL, CFO, EST, NAL, NIT* V. tasmaniensis 1 0,71
AMP, CFL, CFO, GEN, NAL, NIT V. navarrensis 1 0,71
AMP, CFL, CFO, NAL V. coralliilyticus 1 0,43
AMP, CFL, CLO* V. coralliilyticus 1 0,43
AMP, CFL, NAL* V. alginolyticus 1 0,43
AMP, CFL, NIT V. alginolyticus 1 0,43
AMP, NIT V. fisheri 1 0,29
ATM V. ruber 1 RS
ATM, NAL*, NIT V. litoralis 1 0,43
CFL, CLO*, EST, NIT V. agarivorans 1 0,57
CFL, NIT V. coralliilyticus 2 0,29
Total 10 54

*: resisténcia intermediaria; N: numero de cepas; MAR: indice de multirresisténcia a antimicrobianos; RS:
resisténcia simples; NAL: acido nalidixico; AMP: ampicilina; ATM: aztreonam; CFL: cefalotina; CPM:
cefepima; CTX: cefotaxima; CFO: cefoxitina; CLO: cloranfenicol; EST: estreptomicina; FLF: florfenicol; GEN:
gentamicina; NIT: nitrofurantoina.

Dentre as 68 (sessenta e 0ito) cepas de Vibrio spp. isoladas, 64 (sessenta e quatro)
apresentaram resisténcia aos antimicrobianos testados, destas 71,9% (46) foram
multirresistentes. Algumas espécies foram resistentes a cinco (V. alginolyticus, 2 especimes
de V. navarrensis, V. ruber e V. tasmaniensis), seis (V. coralliilyticus e V. ruber) e até mesmo
sete (V. campbellii) classes de antimicrobianos. O indice MAR variou de 0,29 a 1,0, e a
resisténcia multipla variou de dois (2) a nove (9) antimicrobianos, pertencentes de duas (2) a
sete (7) classes distintas, respectivamente. Vale ressaltar que entre as estipes das BHC Gram-
negativas, os maiores indices MAR pertenceram a trés (3) espécies de Vibrio, que foram V.
cholerae (0,86), V. coralliilyticus (0,71) e V. ichthyoenteri (0,71).

Das 46 (quarenta e seis) cepas de Vibrio spp. multirresistentes, 32 (trinta e dois)
diferentes perfis foram expressos. Nas cepas provenientes das amostras de agua, 50% (5)
foram multirresistentes. Tal carateristica foi expressa de dois (2) a cinco (5) antimicrobianos,
pertencente a duas (2) e quatro (4) classes distintas. Quanto aos isolados das amostras de
ostras, a resisténcia multipla variou de dois (2) a nove (9) antimicrobianos, pertencentes a

duas (2) e sete (7) classes distintas, respectivamente.
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Dentre todas as cepas de Vibrio spp., seis (6) perfis de multirresisténcias foram
observados como 0s mais constantes entre os Vibrio spp., que foram os seguintes: perfil 1
(AMP e CFL); perfil 2 (AMP e ATM); perfil 3 (AMP, ATM e CFO); perfil 4 (AMP, CFL e
CFO); perfil 5 (AMP, ATM e CFL); perfil 6 (AMP, ATM, CFL e CFO).

O perfil 1 (AMP e CFL) foi detectado em 10% (1) dos isolados das amostras de
agua e 50% (29) das amostras de ostras, totalizando 30 (trinta) cepas, que corresponderam a
44,1% de todos os Vibrio spp. O perfil 1 foi detectado em 12 (doze) das 20 (vinte) espécies de
vibrio identificadas.

O perfil 2 (AMP e ATM) foi detectado em 20% (2) dos isolados das amostras de
agua e 39,7% (23) das amostras de ostras, totalizando 25 (vinte e cinco) cepas, que
corresponderam a 36,8% de todos os Vibrio spp. O perfil 2 foi detectado em 11 (onze) das 20
(vinte) espécies de vibrio identificadas.

O perfil 3 (AMP, ATM e CFO) foi detectado em 10% (1) dos isolados das
amostras de agua e 32,8% (19) das amostras de ostras, totalizando 20 (vinte) cepas, que
corresponderam a 29,4% de todos os Vibrio spp. O perfil 3 foi detectado em 11 (onze) das 20
(vinte) espécies de vibrio identificadas.

O perfil 4 (AMP, CFL e CFO) foi detectado em 10% (1) dos isolados das amostras
de &gua e 31% (18) das amostras de ostras, totalizando 19 (dezenove) cepas, que
corresponderam a 27,9% de todos os Vibrio spp. O perfil 4 foi detectado em oito (8) das 20
(vinte) espécies de vibrio identificadas.

O perfil 5 (AMP, ATM e CFL) foi detectado apenas nos isolados das amostras de
ostras em 22,4% (13) das cepas, e corresponderam a 19,1% (13) de todos os Vibrio spp.
identificados. O perfil 5 foi detectado em oito (8) das 20 (vinte) espécies de vibrio
identificadas.

O perfil 6 (AMP, ATM, CFL e CFO) foi detectado apenas nos isolados das
amostras de ostras, em 19% (11) da cepas e corresponderam a 16,2% (11) de todos os Vibrio
spp. identificados. O perfil 6 foi detectado em oito (8) das 20 (vinte) espécies de vibrio
identificadas.

Entre as BHC Gram-negativas, os trés (3) primeiros perfis de multirresisténcia que
forma expressados pelas estirpes de Vibrio spp., também foram os mais frequentes no grupo
maior.

Os resultados acima descritos estdo em conformidade com os Kitiyodom et al.
(2010), os quais obtiveram entre 83 (oitenta e trés) cepas de Vibrio spp., um percentual de

resisténcia a pelo menos um (1) antimicrobiano de 89,2% (74) e mais 26% das cepas
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apresentavam multirresisténcia a pelo menos trés (3) classes de antimicrobianos. Os
resultados do trabalho citado foram analisados, e assim calculado o indice MAR, que variou
de 0,29 a 0,86. Este intervalo foi proximo ao detectado no presente estudo.

Adeleye et al. (2011) mencionam multirresisténcia, a pelo menos trés (3)
antimicrobianos (augmentin, amoxicilina e cloranfenicol) em 100% (83) das cepas de Vibrio
spp., provenientes de mariscos (camardes, caranguejos e lulas), com 11,6% (10) dos isolados
resistentes a todas as dez (10) drogas (amoxicilina, augmentin, ceftriazone, ciprofloxacina,
cloranfenicol, cotrimoxazole, gentamicina, nitrofurantoina, ofloxacin e tetraciclina) testadas, e
com 16,2% (14) e 19,7% (17) dos isolados resistentes a nove (9) e oito (8) antimicrobianos,
respectivamente.

Na Coréia, cepas de V. vulnificus, isoladas de ambientes estuarinos, apresentaram
perfis de multirresisténcia frente a trés (amicacina, ampicilina e cefoxitina) e cinco
antimicrobianos (amicacina, ampicilina, cefalotina, cefazolina e ciprofloxacina), em 41,2%
(7) e 50% (7) das cepas de moluscos e aguas estuarinas, respectivamente (KIM, J. H. et al.,
2011). Na Nigéria foram detectados perfis de multirresisténcia frente a dez (amoxicilina,
augmentin, ceftriazone, ciprofloxacina, cloranfenicol, cotrimoxazole, gentamicina,
nitrofuratoina, ofloxacina e tetraciclina) e quatro (amoxicilina, augmentin, cloranfenicol e
nitrofuratoina) antimicrobianos distintos, em 18,8% (8) e 100% (44) das cepas de Vibrio spp.,
isoladas de mariscos (ADELEYE et al. 2008). Os autores também observaram que espécies
diferentes apresentaram os mesmos perfis, e individuos das mesmas espécies tiveram distintos
perfis similares ao que foi verificado em nossos resultados.

Na China, 33 (trinta e trés) perfis de multirresisténcia foram detectados em 38
(trinta e oito) cepas de V. parahaemolyticus, isolados de frutos do mar (moluscos, crustaceos e
equinodermos) na provincia de Hebei (LIU et al. 2009). De acordo com 0s autores, 0 Uso
indiscriminado de diversos antimicrobianos na aquicultura com a finalidade de evitar doencas
nos organimos aquaticos cultivados é a principal causa das multirresisténcias bacterianas.

Colaborando com a discussédo, Grohmann, Muth e Espinosa (2003) descrevem a
presenca de genes de resisténcia a antimicrobianos codificados em elementos genéticos
moveis em bactérias, como os plasmideos, sendo esta a forma mais eficiente de propagagédo
horizontal da resisténcia, e uma das principais razbes do aumento do namero de bactérias
multirresisténcia a esses farmacos.

Nonaka, lkeno e Suzuki (2007) comprovaram que O uso terapéutico de
oxitetraciclina nas pisciculturas, no Japdo, favorece o aumento das bacteérias resistentes a OTC

presentes no sedimento e agua costeira. No entanto, nesse mesmo estudo foi verificado que 92



121

(noventa e dois) dias apo6s a interrupcdo da utilizacdo desse antimicrobiano ocorreu um

declinio significativo entre as populagdes de BHC resistentes a OTC.

5.7 Origem genética da resisténcia

Resisténcias codificadas por plasmideos e transposons podem se difundir de uma
espécie bacteriana para outra, e a situacdo € agravada quando a resisténcia € propagada entre
micro-organismos tradicionalmente patogénicos ao homem e animais (ALTERTHUM,
2008a). Alguns antimicrobianos podem causar resisténcia cruzada, ou seja, quando um unico
mecanismo de resisténcia afeta a varios antimicrobianos (HOLMSTROM et al., 2003).

Desenvolvimento de patdgenos resistentes em ambientes de aquicultura ¢ bem
documentado (FERRINI et al., 2008; MATYAR; KAYA; DINCER, 2008; MOLINA-AJA et
al., 2002), e as provas de transferéncia da resisténcia codificada em plasmideos, entre
bactérias de ambientes de aquicultura e as patogénicas aos seres humanos, ja foram reportado
na literatura global (CABELLO, 2006; LAI, Z.-F. et al., 2009; POIREL et al., 2005a).

Na tabela 14, estdo dispostos os resultados do teste de cura de plasmidios, listados
em ordem crescente do nimero de cepas. Foram submetidas ao agente curagénico acridine
orange 33,9% (20) das 59 (cinquenta e nove) cepas das BHC Gram-positivas, que
apresentaram perfis de multirresistentes aos antimicrobianos. Das 12 (dozes) drogas utilizadas

no antibiograma seis (6) foram investigadas quanto a origem da resisténcia.

Tabela 14 — Caracterizacdo da origem da resisténcia em linhagens de bactérias heterotroficas
cultivaveis (BHC) Gram-positivas isoladas das amostras de aguas e ostras (liquido intervalvar
e tecido), coletadas na area do rio Jaguaribe (Pontal do Maceié em Fortim — Ceard)

Caracterizacao da resisténcia

Antimicrobianos | Simbolo N° de cepas

Cromossdmica |  Plasmidial
Oxitetraciclina OoTC 12 12 0
Eritromicina ERI 16 14 2
Cefalotina CFL 18 6 12
Penicilina G PEN 19 19 0
Cefepima CPM 20 15 5
Cefotaxima CTX 20 18 2

Dentre os antimicrobianos submetidos ao teste de cura de plasmidio, apenas para
OTC e PEN as cepas de BHC Gram-positivas ndo apresentaram resisténcia plasmidial. Os
demais obtiveram percentuais de 10% (2), 12,5% (2), 25% (5) e 66,7% (12) para CTX, ERI,

CPM e CFL, respectivamente. A resisténcia potencialmente cromossémica foi observada nas
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cepas frente a todos os antimicrobianos testados, sendo esta resisténcia predominante a OTC,
PEN, CTX, ERI e CPM com 100% (12), 100% (19), 90% (16), 87,5% (14), 75% (15) dos
isolados, respectivamente.

Conforme Grohmann, Muth e Espinosa (2003) existem poucas informac6es sobre
genes de resisténcias codificados em elementos méveis, em bactérias Gram-positivas, visto
que, nas Ultimas décadas, apenas as bactérias Gram-negativas tiveram uma grande ascensao
nas pesquisas detalhadas sobre os elementos genéticos de transferéncia de resisténcia a
antimicrobianos.

Perreten, Kolloffel e Teuber (1997) detectaram a presenca de genes tetM em
bactérias Gram-positivas, que conferiam resisténcia a tetraciclina, rifampicina e &cido
fusidico, codificados tanto em plasmidios como no cromossomo. Os autores também
relataram a transconjugacdo desses genes entre BHC Gram-positivas de diferentes géneros
(Enterococcus, Lactococcus, Leuconostoc, Listeria e Staphylococcus) e aquisicdo da
resisténcia a tetraciclina, rifampicina e &cido fusidico.

Nonaka, Ikeno e Suzuki (2007) mencionam a presenca de dois (2) genes (tetM-a e
tetM-b), que codificam resisténcia a OTC, tanto em BHC Gram-positivas como em Gram-
negativas, isoladas de sedimentos e aguas de ambientes de aquicultura, no Japéo. Os dois (2)
genes foram identificados nos quatro (4) géneros de BHC Gram-positivos (Bacillus,
Lactobacillus, Paenibacillus e Sporosarcina). Os pesquisadores também relatam similaridade
de tetM-a com o0s genes encontrados em Estreptococcus agalactiae (AE014233) e
Clostridium perfringens (AF329848), e a maior proximidade tetM-b com o gene presente em
um (1) transposon conjugativo (X04388) de Estreptococcus.

Na China, Gao et al. (2012) mencionam que os resultados de analise filogenética
sobre 0s genes de resisténcias, apontam para existéncia de transferéncia genética entre
bactérias entéricas (por exemplo, Enterococcus spp.) e indigenas (por exemplo, Bacillus spp.),
em decorréncia da presenca de sutl em ambos 0S micro-organismos, Cujos genes estavam
intimamente ligados na arvore filogenética.

Na tabela 15, estdo dispostos os resultados do teste de cura de plasmidios, listados
em ordem crescente do nimero de cepas. Foram submetidas ao agente curagénico acridine
orange 83% (49) das 59 (cinquenta e nove) cepas das BHC Gram-negativas, que
apresentaram perfil de multirresistentes frente aos antimicrobianos. Das 12 (doze) drogas

utilizadas no antibiograma, dez (10) foram investigadas quanto a origem da resisténcia.
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Tabela 15 — Caracterizacdo da origem da resisténcia em linhagens de bactérias heterotroficas
cultivaveis (BHC) Gram-negativas isoladas das amostras de aguas e ostras (liquido intervalvar
e tecido), coletadas na area do rio Jaguaribe (Pontal do Maceié em Fortim — Ceard)

Caracterizacéo da resisténcia

Antimicrobianos | Simbolo N° de cepas

Cromossdmica |  Plasmidial
Cloranfenicol CLO 1 0 1
Cefepima CPM 3 1 2
Acido nalidixico NAL 4 1 3
Cefotaxima CTX 6 1 5
Nitrofurantoina NIT 6 5 1
Estreptomicina EST 8 1 7
Cefoxitina CFO 14 4 10
Aztreonam ATM 28 16 12
Cefalotina CFL 34 23 11
Ampicilina AMP 47 45 2

Os antimicrobianos que apresentaram uma maior frequéncia de resisténcia
relacionada a plasmidio, foram: CPM, CFO, NAL, CTX, EST e CLO. A resisténcia
potencialmente cromossémica foi verificada para os seguintes antimicrobianos: ATM, CFL,
NIT e AMP.

Conforme Kim, J. H. et al. (2011), a resisténcia de Vibrio spp. frente aos
antimicrobianos pertencente as classes de aminoglicosideos (EST e GEN) e cefalosporinas
(CFL, CPM, CTX e CFO), podem proceder de genes codificados em integrons
cromossdémicos ou em plasmidios.

Akinbowale, Peng e Barton (2006) obtiveram um percentual de extracdo de
plasmidio de 74,4% (64) em cepas de BHC Gram-negativas, que apresentaram resisténcia
pelo menos a um (1) antimicrobiano. Yano et al. (2011) detectaram genes de resisténcia a
TET (tet-A, tet-C, tet-D e tet-E), codificados no plasmidio de 94% (47) dos isolados de BHC
Gram-negativos de camardes, na Tailandia.

Resisténcias pasmidiais e cromossémicas frente a quinolonas (NAL e CIP), foram
observadas em cepas de Pseudomonas spp., Pseudoalteromonas spp., Shewanella algae,
Citrobacter freundii e outras Enterobacteriaceae, isoladas de &guas costeira da Baia de
Jiaozhou, na China (ZHAO; DANG, 2012). Genes de resisténcia a quilononas (NAL e CIP)
codificados em plasmidios e cromossomos, também foram detectado em cepas de Vibrio spp.,
na Espanha (POIREL et al., 2005a, 2005b) e no Japédo (SAGA et al., 2005).

No Chile, cerca de 100 (cem) toneladas de quilononas sdo utilizadas por ano, na
medicina veterinaria, essa cifra representa quase que dez (10) vezes, a utilizada na medicina

humana, sendo que a maior parte do uso veterinario é destinada a aquicultura (CABELLO,
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2006). Segundo Zhao e Dang (2012) a utilizagdo extensiva e excessiva de quinolonas na
profilaxia estimula a propagacdo de patdgenos resistentes aos antimicrobianos clinicos, visto
gue, 0s mecanismos de resisténcia as quinolonas envolvem tanto cromossomos como
plasmideos.

Os resultados obtidos estdo de acordo com as observacdes de Girlich, Poirel e
Nordmann (2011), os quais detectaram uma variedade de genes de ESBL (espectro estendido
a [-lactamases), incluindo blaVEB-1a, blaSHV-12, blaPER-1, blaPER-6, blaTLA-2, e
blaGES-7, responsaveis pela resisténcia em antibidticos, pertencentes a classe das
cefalosporinas (ceftazidima, cefepima e cefotaxima), codificados em cromossomos ou
plasmidios de Aeromonas spp., originarias do rio Sena, em Paris, Franca. Conforme o0s
mesmos autores, cepas bacterianas com resisténcia intrinseca ou adquirida aos
antimicrobianos sdo comumente encontradas em ambientes aquaticos, esta afirmacdo
explicaria os resultados encontrados no presente estudo.

Corroborando com a pesquisa, Zaky, Mansour e Persson (2010) associaram a
presenca de plasmidios em cepas de Aeromonas spp. com a multirresisténcia demonstrada
pelas mesmas in vitro. Os autores constataram resisténcia bacteriana a quatro (4) e cinco (5)
antimicrobianos (AMP, PEN, CLO, EST e GEN), em cepas com quatro (4) e trés (3)
plasmidios, respectivamente.

No Brasil, Silva (2009) relata resisténcia plasmidial e potencialmente
cromossdmica em cepas de Aeromonas spp., isoladas do estuario do rio Coc0, Estado do
Ceard, frente a AMP, CFL e NAL.

Conforme Mendes et al. (2006), varias BHC Gram-negativas de importancia
clinica, incluindo membros da familia Enterobacteriaceae, Pseudomonas spp. e Acinetobacter
spp., foram encontrados para produzir enzimas f-lactamases, nos portadores dos genes MpL.
No entanto, estes genes sdo incorporados em elementos genéticos moveis, de facil
transmisséo entre micro-organismos Gram-negativos, podendo serem codificadas por cassetes
génicos localizados no cromossomo ou plasmidio bacterianos.

Woodford et al. (2000) relatam a existéncia de genes de resisténcia a
antimicrobianos B-lactamicos codificados tanto em cromossomos como em plasmidios de
Enterobacteriaceae. Quinteira, Sousa e Peixe (2005) mencionam em Pseudomonas
aeruginosa, a presenca de gene carbapenemase (blavVIM-2), associada com um
carbenicillinase (blaP1b) e dos genes de resisténcia aminoglicosideos (aacA4 e aadA2).

Livermore (2002) cita a existéncia de resisténcia plasmidial a B-lactdmicos, juntamente com
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aminoglicosideos, difundidas entre as estirpes de P. aeruginosa, e da resisténcia intrinseca
dessas bactérias, frente as classes de penicilinas e cefalosporinas de antimicrobianos.

Higgins et al. (2005) detectaram a presenca de gene (blaOXA-58) de resisténcia
plasmidial em Acinetobacter baumannii, com perfil de hidrolise para antimicrobianos
pertencentes a classe das penicilinas (ampicilina, benzilpenicilina, ticarcilina e piperacilina).

Contribuindo com a discussdo, Mendes et al. (2007) mencionam a presenga do
gene aac (6')-31 codificado em plasmidios ou cromossomos de Acinetobacter spp., € em
cromossomo de Pseudomonas spp., associados a resisténcia frente a antimicrobianos
pertencentes aos aminoglicosideos (amicacina e tobramicina) e B-lactdmicos (ampicilina,
aztreonam, ceftazidima, cefepima, imipenem e outros).

Nas aguas costeiras da baia de Jiaozhou, na China, Dang et al. (2008) observaram
a quantificacdo de BHC resistentes a CLO variando de 1,9 x 10? a 5,2 x 10° UFC/mL, e
detectaram genes (cat | e cat Ill) que codificam a resisténcia a CLO inseridos no plamidio
bacteriano, em 12,5% (6) das estirpes de BHC Gram-negativas. Entretanto, 0s mecanismos
moleculares que codificam a resisténcia a CLO, ndo foram desvendados pelo método
utilizado.

Na tabela 16, estdo dispostos os resultados do teste de cura de plasmidios, listados
em ordem crescente do nimero de cepas de Vibrio spp., isoladas a partir do meio TCBS.
Foram submetidas ao agente curagénico acridine orange 67,6% (46) das 68 (sessenta e 0ito)
cepas de Vibrio spp., cujos isolados apresentaram perfil de multirresistentes aos
antimicrobianos. Das 12 (dozes) drogas utilizadas no antibiograma dez (10) foram
investigadas quanto a origem da resisténcia. Os Vibrio spp. foram 100% sensiveis a FLF,
GEN e CLO no novo antibiograma, sendo assim confirmada a resisténcia como plasmidial, e
a CPM foi o Unico antimicrobiano ao qual as cepas continuaram 100% resistentes apds a acao
do agente curagénico indicando uma potencial origem cromossoémica.

Resisténcias tanto de origem plasmidial quanto potencialmente cromossémica
foram identificadas aos seguintes antimicrobianos: CTX, EST, NAL, NIT, ATM, CFO, CFL e
AMP. Vibrio spp. apresentaram maior frequéncia de resisténcia plasmidial a EST, CFO, CTX
e NIT. Aos perfis de resisténcia potencialmente cromossémica foram verificados a ATM,
CFL e AMP, principalmente. Analisando os resultados para o NAL é possivel verificar que
entre os isolados testados, cada metade apresentou uma origem genética diferente para a

resisténcia a essa droga.
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Tabela 16 — Caracterizacdo da origem da resisténcia em cepas de Vibrio spp. isoladas das
amostras de aguas e ostras (liquido intervalvar e tecido), coletadas na area do rio Jaguaribe
(Pontal do Maceié em Fortim — Ceard)

Caracterizacéo da resisténcia

Antimicrobianos | Simbolo N° de cepas

Cromossdmica |  Plasmidial
Florfenicol FLF 1 0 1
Gentamicina GEN 2 0 2
Cloranfenicol CLO 4 0 4
Cefepima CPM 4 4 0
Cefotaxima CTX 7 2 5
Estreptomicina EST 12 4 8
Acido nalidixico NAL 16 8 8
Nitrofurantoina NIT 18 1 17
Aztreonam ATM 24 17 7
Cefoxitina CFO 28 9 19
Cefalotina CFL 33 24 9
Ampicilina AMP 41 38 3

Zanetti et al. (2001) estudando o perfil de susceptibilidade em cepas ambientais de
Vibrio spp., ndo conseguiram estabelecer correlacdo especifica entre resisténcia a AMP e a
presenca de plasmideos, no entanto, os autores puderam observar que 50% (24) das cepas
resistentes a esta droga abrigavam plasmideos. J& Molina-Aja et al. (2002) encontraram
resisténcia a AMP e CFL, tanto plasmidial quanto potencialmente cromossdmica em cepas de
Vibrio spp., provenientes de camar@es de cultivo no México. Segundo os autores, a resisténcia
a PB-lactamicos estd difundida entre os vibrios independentemente do local e fonte de
isolamento.

Em uma pesquisa realizada por Manivasagan et al. (2010), os autores detectaram
de um (1) a trés (3) plasmideos entre cepas de Vibrio spp. recuperadas de ecossistemas
costeiros indianos, influenciados por fazendas de carcinicultura. Esses elementos genéticos
moveis apresentaram tamanhos que variam de 11 a 112kb e estavam relacionados a expresséo
de resisténcia a quase todos o0s antimicrobianos testados (acido nalidixico, ampicilina,
cloranfenicol, estreptomicina, gentamicina, penicilina G, novobiocina, rifamicina e
tetraciclina). As demais cepas apresentaram resisténcias cromossomicas (93,7%) para 0S
antimicrobianos citados.

Chakraborty, Surendran e Chakraborty (2009) relatam que ndo houve mudanca da
resisténcia perante AMP, EST e CLO apdés a perda do plasmidio em cepas de V.
parahaemolyticus isolados de ambientes de carcinicultura na cidade de Cochin, na costa
sudoeste da india, sugerindo uma resisténcia potencialmente cromossdmica. Contribuindo

com os resultados, Reboucas (2010) também relata apenas a resisténcia plasmidial ao FLF,
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em V. orientalis, isolados de ambiente de piscicultura, no Estado do Cear, Brasil. Ainda no
Ceara, Rebougas et al. (2011) detectaram resisténcias plasmidiais e potencialmente
cromossémicas a AMP e CFO entre cepas de Vibrio spp. isoladas de amostras de agua das
incubadoras e hepatopéancreas dos camardes de trés (3) fazendas. Entre os mesmos isolados, a
resisténcia a NAL foi relacionada ao cromossomo.

De acordo com Saga et al. (2005), o gene gnr foi o primeiro identificado como um
determinante de resisténcia transferivel a quinolona em um plasmideo presente em Klebsiella
pneumoniae, e posteriormente, ja foi detectado em diversas Enterobacteriaceae.

Diferentemente dos resultados encontrados para ATM no presente trabalho onde
70,8% (17) das cepas de Vibrio spp. mantiveram o marco de resisténcia ap6s a cura, Rocha
(2011) detectou apenas resisténcia plasmidial ao ATM entre as cepas de Vibrio spp. isoladas
de amostras estuarinas.

Conforme alguns autores (OTTAVIANI et al, 2001; RODRIGUEZ;
HARIHARAN; NIMROD, 2011) Vibrio spp. isolados de pescado podem apresentar
mecanismos de resisténcia a antimicrobianos B-lactamicos (ampicilina, carbenicilina,
cefepima, cefotaxima e penicilina G). A alta crescente da frequéncia de resisténcia plasmidial
€ preocupante no mundo, principalmente em cepas ambientais. Mejdi et al. (2010)
visualizaram uma grande distribuicdo de genes do V. cholerae entre Vibrio spp., isolados de
moluscos (mexilhdes e ostras) e da agua do entorno, na Tunisia; sete (21,2%) cepas
apresentaram mais de dois (2) genes de viruléncia de V. cholerae, e 18 (54,5%) cepas foram
positivas para o gene toxR.

O alto percentual de resisténcia encontrada pode ser explicado pela préatica abusiva
de antimicrobianos inseridos na racdo, que € utilizada como promotora de crescimento, na
aquicultura. Diante desta situacdo, bactérias presentes na agua resistentes a esses farmacos sdo
selecionadas, assim podendo difundir os genes de resisténcia em ambientes costeiros, que
pode ser favorecido pela troca de dgua, no momento da despesca realizada na aquicultura
(THOMPSON; LIDA; SWINGS, 2004). Vale ressaltar que a regido de influéncia do estuario
do rio Jaguaribe é marcada pela presenca marcante de fazendas de cultivo de camardo
(VIEIRA et al., 2007).

A propagacdo da resisténcia aos antimicrobianos da aquicultura tem sido abordada
por varios estudos (AKINBOWALE; PENG; BARTON, 2006; MANIVASAGAN et al.,
2010; MOLINA-AJA et al.,, 2002; REBOUCAS et al., 2011). Kitiyodom et al. (2010)
concluiram, que a grande diversidade de mecanismos de resisténcia e a presenca de elementos

genéticos moveis em culturas de vibrios de camardes cultivados, na Tailandia, contribuem
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para a disseminagdo da multirresisténcia entre Vibrio spp. e outras bactérias aquaticas. Esses
resultados e os de varios autores (MANIVASAGAN et al., 2010; TENDENCIA; PENA et al.,
2001) intensifica a afirmacéo, de que o uso de antimicrobiano na carcinicultura, contribui para
a transmissdo de resisténcia a micro-organismos comensais e ou patogénicos, assim como 0s

resultados apurados neste estudo.

5.8 Determinacao da concentracdo inibitéria minima (CIM)

Para a realizacdo do teste da concentracdo inibitéria minima (CIM) dos
antimicrobianos foram selecionados farmacos que aparecerem com maior frequéncia nos
perfis de multirresisténcia. Assim para as bactérias Gram-positivas foi determinada a CIM
para penicilina G e para as estirpes Gram-negativas e vibrios foi determinada a CIM para
ampicilina. Na tabela 17 estdo os resultados da CIM para PEN e AMP frente as cepas

multirresistentes das BHC Gram-positivas e Gram-negativas, respectivamente.

Tabela 17 — Concentracdo inibitéria minima (CIM) da penicilina G (PEN) e ampicilina
(AMP), por linhagem de bacteérias heterotroficas cultivaveis (BHC) Gram-positiva e Gram-
negativa multirresistente, respectivamente isoladas das amostras de aguas e ostras (liquido
intervalvar e tecido), coletadas na area do rio Jaguaribe (Pontal do Maceié em Fortim —
Ceard)

Penicilina G (PEN) pg/mL
BHC Gram + N 2 Ta]8 1632 64] 128 | >128
Bacillus spp. 18 2 13 2 1
Ampicilina (AMP) pg/mL
BHC Gram - N 2 Ta 8| 16]32]64] 128 | >128
CNI 12 2 1 2 4 3
Aeromonas spp. 19 1 4 14
Escherichia coli 1 1
Pseudomonas aeruginosa 2 2
P. oryzihabitans 1 1
Vibrio alginolyticus 5 4 1
V. cholerae 1 1
V. coralliilyticus 1 1
V. ichthyoenteri 1 1
V. ordalii 1 1
V. parahaemolyticus 1 1
Yersinia enterocolitica 1 1
Total 46 0 0 O 4 3 7 26 6

CNI — cepas ndo identificadas.



129

Entre as BHC Gram-positivas, a CIM da penicilina foi determinada apenas para as
cepas do género Bacillus porque apresentaram perfis de multirresisténcia. A concentracdo
minima de PEN para esses isolados variou de 32 a > 128 pug/mL. O maior percentual de
isolados (72,2%, (13) foi susceptivel a uma concentragdo de 64 pg/mL de PEN. No entanto,
foi verificado CIM de PEN de 128 ¢ > 128 pg/mL para 11,1% (2) ¢ 5,6% (1) das cepas,
respectivamente.

Entre as BHC Gram-negativas, a CIM de AMP variou entre 16 a >128 pug/mL. O
maior numero de cepas (26; 56,5%) foi susceptivel a uma concentracdo minima de ampicilina
de 128 pug/mL. Essa foi a concentracdo limite para diversos géneros: 14 (73,7%) Aeromonas
spp., 1 (100%) Escherichia coli, 2 (100%) Pseudomonas aeruginosa, 4 (75%) V.
alginolyticus, 1 (100%) V. ordalii e de 4 (33,3%) cepas ndo identificadas.

Das 46 (quarenta e seis) cepas, 13% (6) ndo foram susceptiveis a uma CIM de
AMP até 128 pg/mL, que foram representadas por 1 (25%) cepa de V. alginolyticus, 1 (100%)
de V. cholerae, 1 (100%) de V. coralliilyticus e por 3 (25%) CNI.

A CIM de 128 pug/mL de AMP foi predominante entre as diversas bactérias
testadas, obtendo percentuais de 80% (8), 73,7% (14), 60% (3) e 58,3% (7) entre Vibrio spp.,
Aeromonas spp. para as demais espécies e CNI, respectivamente.

Colaborando com a discussdo do presente estudo, Tomé et al. (2008) detectam
CIM de PEN, variando de 0,125 a 1 ug/mL, em BHC Gram-positivas, isoladas de salméo
(Salmo salar) fresco eviscerado oriundo de viveiros da Noruega e filés defumados de salmao,
coletados na cidade de Porto, em Portugal. No Sri Lanka, Perera e Ranasinghe (2012)
mencionaram resultados similares ao do presente estudo, onde a CIM de PEN, em 112 (cento
e doze) cepas de B. cereus variou de 32 a 256 pg/mL.

Turnbull et al. (2004) relatam que em 157 (cento e cinquenta e sete) cepas de
Bacillus spp., isoladas de uma variedade de fontes clinicas e ambientais, nos Estados Unidos e
Reino Unido, 53,5% (84) apresentaram resisténcia & PEN. Na Dinamarca, Rosenquist et al.
(2005) relatam cepas de Bacillus spp. provenientes de diferentes alimentos, com MIC de PEN
variando de 8 a >128 pg/mL. Segundo os mesmos autores, dos oito (8) antimicrobianos
(ciprofloxacina, cloranfenicol, eritromicina, estreptomicina, gentamicina, penicilina G,
tetraciclina e vancomicina) testados, apenas PEN foi ineficiente contra as cepas de Bacillus
spp. Além disso, todas as 40 (quarenta) cepas analisadas tinham genes ou componentes de
toxinas envolvidas em doengas diarréicas humanas.

Resultados similares foram divulgados por Huanga et al. (2011) que relatam CIM

de AMP variando de 32 a > 1024 ug/mL entre bactérias Gram-negativas isoladas de efluentes
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secundarios de estacdo de tratamento de &guas, na China. Resultados mais elevados da CIM
de AMP, com CIM > 200 pg/mL de PEN em 76,9% (10) dos isolados, foram mostrados por
Ramsden et al. (2010), em cepas de BHC Gram-negativas, provenientes de efluentes de
estacOes de tratamento de aguas, também na China. Segundo os autores, esses altos valores
para a CIM de AMP, ocorreram porque essas bactérias haviam passado por recentes eventos
de transferéncia laterais de genes, que promoveram também a resisténcia multipla aos
antimicrobianos  testados (amoxicilina, ampicilina, clorotetraciclina;  eritromicina,
sulfametoxazol, tetraciclina, tilosina e trimetoprima).

Ismail et al. (2011) relatam a CIM de AMP > 16 pg/mL, em todas as 31 (trinta e
uma) cepas de V. cholerae, isoladas de 31 (trinta e um) surtos de colera confirmados, na
Africa do Sul. Os autores ainda detectaram o gene blaTEM no plasmidio responséavel pela
codificacdo da MET-63 B-lactamase, em todas as dez (10) cepas investigadas.

Liu et al. (2009) discorrem sobre 38 (trinta e oito) cepas V. parahaemolyticus,
isolados a partir de fontes de frutos do mar (moluscos, crustaceos e equinodermos) na
provincia de Hebei, na China, que apresentaram MIC de AMP > 32 ug/mL.

Corroborando com o presente estudo, Akinbowale, Peng e Barton (2006)
detectaram em 58 (cingquenta e oito) linhagens de BHC Gram-negativas, a CIM de AMP
variando de 16 a >128 pg/mL, sendo que a concentragdo >128 ug/mL correspondeu a mais de
60% dos isolados de ambiente e animais da aquicultura australiana.

Na india, cepas de BHC Gram-negativas provenientes de ambientes de
carcinicultura, obtiveram CIM de AMP, variando de 89,5 a 222,7 pg/mL. O V. alginolyticus
(5) e V. cholerae (3) tiveram uma CIM de AMP > 128 ug/mL em 100% das cepas
(VASEEHARAN et al., 2005).

Ramalivhana, Obi e Moyo (2009) relatam resultados da CIM de AMP muito
superiores, aos observados no presente trabalho. Em 150 (cento e cinquenta) cepas de
Aeromonas spp., isoladas de amostras de agua na provincia de Limpopo, Africa do Sul.
Segundo os autores, a CIM de AMP foi de 256 pg/mL e > 512 pg/mL, em 24,7% (37) e
75,3% (113) das cepas, respectivamente.

Conforme Rodriguez, Hariharan e Nimrod (2011), o surgimento de cepas
ambientais de Pseudomonas spp. resistentes a antimicrobianos vem aumentando, e esta
situacdo gera uma série de preocupacgdes para a saude publica, uma vez que existem espécies
patogénicas ao homem pertencentes a esse género, assim dificultando a terapéutica das

infeccOes bacterianas.
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Os resultados da determinacdo da CIM da ampicilina, para as cepas
multirresistentes de Vibrio spp., isoladas a partir do meio TCBS, estdo expostos na tabela 18.

Tabela 18 — Concentracdo inibitéria minima (CIM) da ampicilina (AMP) para as cepas de
Vibrio multirresistentes isoladas das amostras de aguas e ostras (liquido intervalvar e tecido),
coletadas na &rea do rio Jaguaribe (Pontal do Macei6 em Fortim — Ceard)

Ampicilina (AMP) pg/mL

Especies N "o T2 8| 1632 64 128 | >128
V. alginolyticus 5 5
V. calviensis 1 1
V. campbellii 1 1
V. coralliilyticus 5 4 1
V. diabolicus 1 1
V. fisheri 1 1
V. harveyi 1 1
V. litoralis 2 2
V. metschnikovii 1 1
V. natriegens 1 1
V. navarrensis 3 2 1
V. pectenicida 2 1 1
V. ruber 9 1 3 1 4
V. tasmaniensis 4 1 3
V. vulnificus B2 1 1
Total 38 0 0 0 6 5 11 16 0

Entre as cepas de vibrios, nenhuma apresentou CIM superior a 128 pg/mL, no
entanto as concentragdes de 128 e 64 pg/mL foram as que detiveram o maior nimero de
isolados, correspondendo a 73,3% (11) das 15 (quinze) espécies testadas. Esses resultados sdo
similares aos observados nas BHC Gram-negativas, onde essas duas (2) concentragdes foram
predominantes.

As espécies de vibrios que apresentaram a maior resisténcia as concentracdes de
ampicilina com CIM de 128 pg/mL, foram: V. alginolyticus, V. coralliilyticus, V. litoralis, V.
natriegens, V. navarrensis, V. pectenicida, V. ruber e V. vulnificus B2.

Zanetti et al. (2001) também detectaram a CIM de AMP > 64 pg/mL, em 88,9%
(48) das estirpes de Vibrio spp., isoladas de ambientes costeiros na Italia. Este alto perfil de
resisténcia foi relacionado, principalmente, a producdo de p-lactamase, observado em 97,9%
(47) das estirpes resistentes a AMP.

Contribuindo com a discussao, Ferrini et al. (2008) mencionam que entre as 33
(trinta e trés) cepas de Vibrio spp., procedentes de diferentes fontes (produtos da pesca, frutos

do mar, a agua do mar e da aquicultura) na Italia, a CIM de AMP variou de 2 a >256 pg/mL.
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No Brasil, Rocha (2011) detectou concentracbes minimas para AMP variando de
32 a 256 pg/mL em cepas de Vibrio spp., isoladas da dgua e sedimento do estuério do rio
Acarau (Ceard). Mais da metade dos isolados 53,8% apresentaram CIM de 128 pg/mL de
AMP. As espécies com esse perfil de resisténcia foram: V. corallilyticus (8), V. mimicus (5) e
V. rumoiensis (1); e apenas duas (2) espécimes de V. mimicus alcancaram a CIM de 256
ng/mL de AMP.

S8o preocupantes esses niveis elevados de resisténcia entre estirpes de Vibrio
ambientais frente a um antimicrobiano de primeira escolha para tratamento de infeccOes
humanas. No Japdo, cepas de V. vulnificus, isoladas de casos clinicos, apresentaram valores
de CIM de AMP <4 ug/mL. Contudo, mesmo com alta susceptibilidade aos antimicrobianos
testados, mais de 60% dos pacientes foram a 6bito (MATSUMOTO et al., 2010).
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6 CONSIDERACOES FINAIS

A capacidade concentradora de bactérias nos tecidos de ostras foi verificada
igualmente tanto para bactérias heterotréficas cultivaveis como para géneros especificos.
Além da maior quantidade, os tecidos das ostras apresentaram a maior diversidade de espécies
quando comparado as &guas do entorno de onde foram capturadas, o que pode caracterizar
uma ndo especificidade da microbiota que coloniza esses tecidos. Os géneros bacterianos
predominantes foram: Aeromonas, Bacillus e Vibrio. Entre os vibrios analisados, V.
alginolyticus, V. coralliilyticus e V. ruber foram os mais frequentes.

A ocorréncia de chuvas influenciou a densidade de bactérias heterotroficas nas
aguas, mas esse efeito diluente ndo foi registrado nos tecidos e liquidos intervalvar das ostras,
o que reforca o efeito acumulador desses organismos aquaticos e a estabilidade da sua
microbiota frente a variagdes do ambiente. Entre os parametros ambientais analisados
(temperatura, pH e salinidade), a salinidade foi o fator que apresentou maior variagdo no
decorrer das coletas.

As populacGes de bactérias estudadas apresentam um grande risco de
disseminacdo de resisténcia e multirresisténcia, visto que mais de dois terco das cepas de
BHC e Vibrio spp. foram resistentes a pelo menos um (1) antimicrobiano testado, com
resisténcia multipla em um percentual significativo das populagdes (58,5% das BHC e 67,6%
dos vibrios) estando relacionados, em grande parte, a presenca de plasmidios.

Cefepima e cefotaxima foram os antimicrobianos, aos quais as cepas Gram-
positivas tiveram maiores percentuais de resisténcias, e entre as Gram-negativas 0s maiores
percentuais de resisténcias foram a ampicilina e cefalotina. Além disso, elevadas
concentragdes inibitdrias minimas (>64) foram detectados na maioria das cepas
multirresistentes.

Ciprofloxacina, cloranfenicol, florfenicol, nitrofurantoina, sulfazotrim e
tetraciclina foram os antimicrobianos que apresentaram maior eficiéncia contras as bactérias
Gram-positivas, e frente as Gram-negativas foram florfenicol e gentamicina.

Assim, além da importancia dos moluscos bivalves como carreadores de bactérias
potencialmente patogénicas para os consumidores, as ostras também podem desempenhar um
importante papel como sitio de disseminagdo de resisténcia a varios antimicrobianos tanto de

uso na clinica médica humana como veterinaria.
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