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RESUMO

Bactérias de origem fecal como Escherichia coli e Salmonella séo frequentemente isoladas de
corpos aquaticos dulcicolas e ou marinhos o que acarreta problemas econémicos para cultivos
de organismos aquaticos destinados a alimentacdo humana, pois estdo diretamente
relacionados a qualidade dos produtos e a satde dos consumidores. Outra preocupagdo é com
a crescente resisténcia destas bactérias a antibidticos no ambiente aquético resultante,
principalmente, do uso indiscriminado dessas drogas na profilaxia humana e animal.
Considerando o exposto, o0 objetivo da pesquisa foi monitorar a presenca de bactérias
entéricas (E. coli e Salmonella spp.) em éreas de cultivo de camardo (Litopenaeus vannamei)
aclimatado a 4gua doce em duas fazendas situadas em Jaguaruana-CE, analizando os padrdes
de resisténcia a antimicrobianos. De cada fazenda foram coletadas amostras de sedimento e
agua dos viveiros além do afluente proximo. A estimativa do nimero de E. coli nas amostras
de &gua e sedimentos dos viveiros e do rio abastecedor foram semelhantes para as duas
fazendas. Foram isoladas 265 cepas suspeitas de E. coli sendo confirmadas 50 (18,87%)
através de testes bioquimicos. Entre 186 cepas suspeitas de Salmonella, 30 (16,13%) foram
confirmadas como pertencentes ao género, sendo cinco diferentes sorovares: S. sor. Saintpaul,
S. sor. Infantis, S. sor. Panama, S. sor. Madelia, S. sor. Braenderup, S. enterica subsp.
houtenae e S. enterica subsp. enterica. Os parametros fisico-quimicos (temperatura, pH e
salinidade) ndo influenciaram no isolamento das cepas de E. coli ou Salmonella. Nao houve
relacdo entre o NMP de E. coli e o isolamento de Salmonella entre as amostras analisadas. Foi
observada resisténcia a TET, AMP e OTC em 32% das cepas de E. coli com 50% desses
apresentando fenoétipo relacionado a plasmideo. Entre as estirpes de Salmonella, 16,67% se
mostraram resistentes a TET, OTC, AMP e NIT. Apenas a resisténcia a NIT foi estabelecida
como de origem plasmidial. Para TET e OTC, os isolados de E. coli apresentaram CIM de 32
pg mL? e CBM de >128 pg mL™. Por outro lado, a CIM e CBM para TET, OTC e NIT nas
Salmonella foram de 64 pg mL™ e >12.800 pug mL™, respectivamente. Através da analise dos
perfis genotipicos dos isolados de Salmonella ndo foi possivel estabelecer padrbes de
dispersdo dos sorovares no ambiente. A presenca dos genes pefA e invA que codificam fatores
de viruléncia nas culturas de Salmonella foi independente do sorovar e da origem ambiental

dos isolados.

Palavras-chave: Bactérias entéricas, multirresisténcia, viruléncia e carcinicultura.



ABSTRACT

Bacteria of fecal origin, such as Escherichia coli and Salmonella, are frequently isolated from
freshwater or marine waters, originating economic problems to the cultivation of aquatic
organisms for human consumption. Another concerning factor is the growing resistance to
antibiotics in the aquatic environment, due to its indiscriminate use for both human and
animal prophylaxis. This considered, the following research aims at monitoring the presence
of enteric bacteria (E. coli and Salmonella spp.) in areas of two freshwater acclimated shrimp
(Litopenaeus vannamei) cultivation farms in Jaguaruana-CE, establishing antimicrobials
resistance patterns. Sediment and water samples were gathered from ponds and nearby water
streams from each farm. The estimated number of E. coli from both the pond and the main
river samples were similar in all sources. Two hundred sixty-five (265) strains suspected of E.
coli were isolated, 50 (18.87%) of those suspicions were confirmed by biochemical tests.
Among the 186 strains suspected of Salmonella, 30 (16.13%) belong to the genus, with five
different serovars: S. ser. Saintpaul, S. ser. Infantis, S. ser. Panama, S. ser. Madelia, S. ser.
Braenderup, S. enterica subsp. Houtenae and S. enterica subsp. enterica. Physicochemical
parameters (temperature, pH and salinity) did not have any influence on the isolation of E.
coli or Salmonella strains. There was no relation between the E. coli MPN and Salmonella
isolation among the analyzed samples. Resistance to TET, AMP and OTC was observed in
32% of the E. coli strains, where half of this percentage presented a plasmid-related
phenotype. Resistance to TET, OTC, AMP and NIT was observed in 16.67% of the
Salmonella strains. Only NIT resistance was considered of plasmid origin. Concerning TET
and OTC, the E. coli isolates presented a MIC of 32 ug mL™ and MBC of >128 ug mL™;
whereas the MIC and MBC for TET, OTC and NIT in the Salmonella strains were 64 ug mL™
and >12,800 pg mL™, respectively. According to the analysis of the genotypic profiles from
the Salmonella isolates, it was not possible to determine the dispersion pattern of its serovars
in the environment. The presence of pefA and invA genes was independent from both the

serovar and environmental origin of the isolates.

Key Words: Enteric bacteria, multidrug resistance, virulence, shrimp culture.
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1 INTRODUCAO

A carcinicultura ocupa uma posi¢do de destaque no contexto do setor pesqueiro
brasileiro, tanto do ponto de vista da organizacdo da cadeia produtiva, como da participacéo
na geracdo de emprego e renda (ROCHA, 2007; 2011). Entretanto, o desenvolvimento
acelerado da atividade de cultivo de camardes propiciou condi¢bes para o surgimento de
doencas e a facil transmissdo de microrganismos patogénicos nos locais de cultivo
(BOAVENTURA; CANUTO; FERREIRA, 2006; SERRANO, 2005). Diante desse quadro,
ocorreu uma banalizacdo na utilizacdo de substancias com atividade antimicrobiana para o
tratamento e até prevencao de doengas nos sistemas de cultivo. Essa utiliza¢do indiscriminada
de antimicrobianos vem sendo relacionada ao aumento da resisténcia em bactérias
potencialmente patogénicas contaminantes do ambiente aquético.

Desde o século passado, o indice de cepas bacterianas antibiotico-resistentes tem
aumentado no ambiente aquéatico. Este processo € resultante do uso inadequado de
antibidticos na terapéutica humana e animal e do emprego dessas substancias nos cultivos
intensivos de animais (HARAKEH; YASSINEA; EL-FADELB, 2006). Esse aumento
também estd ligado a disseminacdo de plasmideos que possuem genes de resisténcia,
proporcionando uma maior flexibilidade genética em populacdes microbianas para adaptacdes
e sobrevivéncia em ambientes hostis (CARDONHA et al., 2005). O uso de antibiéticos nas
racOes, visando efeito profilatico, ou no tratamento de infec¢des animais, ou como promotor
de crescimento, tem contribuido para a perpetuacdo de estirpes resistentes e patogénicas
(PINTO, 2000).

A transferéncia horizontal de genes é um fator determinante para a disseminagao
de resisténcia e € um mecanismo que ocorre naturalmente no ambiente fazendo com que
microrganismos de espécies diferentes apresentem comportamento similar frente aos
antimicrobianos. Exemplo disso é o que ocorre entre a espécie Escherichia coli e as do género
Salmonella, enterobactérias com potencial patogénico e presentes em ambientes aquaticos em
areas onde ndo existe infra-estrutura sanitaria adequada. Esse mecanismo de transferéncia
exerce um papel crucial no aumento de cepas resistentes espalhadas no ambiente
(HARAKEH; YASSINEA; EL-FADELB, 2006). Patdgenos humanos e genes de resisténcia
podem circular entre humanos, animais e diferentes ecossistemas pelo contato com animais ou
através do consumo de alimento ou 4gua contaminada (KELLEY et al., 1998).

De acordo com Seyfried et al. (2010), comunidades autdctones de ambientes

aquaticos podem servir como reservatorio de resisténcia a antibiéticos. Entretanto, a
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contribuicdo das atividades antropogénicas para o desenvolvimento de reservas ambientais de
resisténcia a antibacterianos ndo estd completamente esclarecida.

Segundo Cabello (2004), o aumento de cepas resistentes a antibioticos, além de
ser um problema bioldgico, é um problema médico, social, econémico e ético, dado que as
infeccbes produzidas pelas bactérias resistentes causam maiores taxas de morbidade e
mortalidade (SILVA; DUARTE, 2002). Existe um consenso, em Varios paises, de que 0 uso
indiscriminado de antibidticos na producdo animal é um dos principais responsaveis pelo
aumento da resisténcia antimicrobiana.

Para Balcazar et al. (2006), a emergéncia de uma grande variedade de patégenos e
de resisténcia bacteriana sdo alguns dos impactos ambientais causados pelo uso
indiscriminado de agentes quimioterapicos em aquicultura.

A contaminacdo do homem por bactérias Gram-negativas através de alimentos de
origem marinha é de interesse para a saude publica. Nesse contexto, se destacam 0s sorovares
de Salmonella que podem estar estritamente adaptados a um hospedeiro ou podem ser
ubiquitarios (CAMPQS, 2004). Sendo assim, o comportamento desses patogenos frente aos
antimicrobianos também é um fator extremamente importante e preocupante para as agéncias
de Saude Publica.

Bactérias de origem fecal tais como Salmonella e Escherichia coli séo
frequentemente isoladas de corpos aquaticos dulcicolas ou marinhos (MELO et al., 1997), o
que acarreta problemas econémicos para os cultivos, pois estdo diretamente relacionados a
qualidade dos produtos e a satde dos consumidores.

O presente estudo teve como objetivo monitorar a presenca de bactérias entéricas
(Escherichia coli e Salmonella spp.) em areas de cultivo de camardo (Litopenaeus vannamei)
aclimatado a agua doce em duas fazendas situadas em Jaguaruana-CE, estabelecendo padrbes
de resisténcia a antimicrobianos.Como objetivo especifico, citam-se: (1) quantificar e
identificar E. coli em amostras de agua e sedimento nas areas de cultivo de camarao;(2)
pesquisar a presenca de Salmonella spp. em amostras de dgua e sedimento das fazendas de
cultivo;(3) determinar o perfil fenotipico de resisténcia a substancias antimicrobianas das
cepas de E. coli e Salmonella spp. isoladas e identificadas em amostras de 4gua e sedimento
das fazendas de cultivo, através de antibiograma;(4) pesquisar a presenca de cepas com perfil
de multiresisténcia aos antimicrobianos testados; (5) determinar a presenca de plasmideos
relacionados aos perfis de multirresisténcia das cepas isoladas; (6) determinar a concentracéo
minima inibitdria (CMI) e concentragédo bactericida minima (CBM) dos antimicrobianos aos
quais as cepas apresentaram um perfil de resisténcia;(7) verificar a presenca de diferentes

ecotipos entre os sorovares de Salmonella através de analise de DNA cromossdmico
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utilizando técnica de Box-PCR; (8) pesquisar a presenca dos genes de patogenicidade (pefA,

invA e spvC) dos sorovares de Salmonella isolados utilizando a técnica de Multiplex-PCR.

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Escherichia coli

2.1.1 Caracteristicas gerais

Em 1885, Theodor von Escherich descreveu um organismo isolado de fezes de
criancas, denominado Bacillus coli communis, também chamado Bacillus coli, que em sua
homenagem foi finalmente denominado Escherichia coli (TORRES, 2004).

A bactéria Escherichia coli possui forma de bastonetes retos de tamanho de
aproximadamente 1,1 a 1,5 pm x 2,0 a 6,0. E uma bactéria Gram-negativa, no esporulada,
oxidase negativa, podendo ser mével ou imével. Quando mével locomove-se pelo ambiente
aquoso através de flagelos peritriquios (TORRES, 2004).

A espécie E. coli pertence a familia Enterobacteriaceae, sendo caracterizada pela
presenca das enzimas 3-galactosidade e 3-glicuronidase. Cresce em meio complexo a 44-45
°C, fermenta a lactose e manitol com producdo de &cido e gas, e produz indol a partir do
aminoécido triptofano (TRABULSI; ALTERTHUM 2008),

Para Vieira et al. (2008) essa bactéria é considerada a indicadora mais especifica
de contaminacdo fecal recente e da eventual presenca de organismos patogénicos, podendo ser
usada como indicador fecal na orientacdo para a utilizacdo de agua para irrigacdo e para
aquicultura (EL-SHAFAI et al., 2004).

Escherichia coli também tem grande significado clinico para o0 homem, devido ao
seu papel como patégeno oportunista causando infec¢des no sangue, feridas, trato urinario etc.
(KONEMAN et al., 2001). E encontrada naturalmente nos intestinos de animais de sangue

quente, inclusive em humanos.
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2. 2 Salmonella

2.2.1 Caracteristicas gerais

Segundo Grimont;Weill. (2007) existem 2.579 sorotipos de salmonelas dentre os
quais 2.531 pertencem a subespécie entérica. A classificacdo dessas bactérias, atualmente
baseia-se na hibridacio DNA-DNA, embora a literatura mostre que ndo ha um consenso entre
os taxonomistas. O género Salmonella apresenta duas espécies, S. bongori e S. enterica
abrangendo seis sub-espécies (I a VI): S. enterica, S. salamae, S. arizonae, S. diarizonae, S.
houtenae e S. indica (LOURENCO et al., 2004). As salmonelas sdo sorotipadas de acordo
com seus antigenos somatico (O), envoltério (Vi) e flagelar (H). Os antigenos O designados
por algarismos arabicos (1, 2, 4 etc.) caracterizam os sorogrupos de Salmonella, enquanto o0s
antigenos H sdo designados por letras minusculas do nosso alfabeto (fase 1) e por algarismos
arabicos (fase 2). Como o numero de antigenos flagelares é superior aos numeros de letras do

alfabeto, a letra z ¢ utilizada com varios expoentes numérico (z*,2°, 23, z%°, 2%, z**, 2%, 7%,

235, Z45, Z47,ZSO

etc.). O antigeno Vi é de natureza polissacaridica estd presente em apenas trés
sorovares de Salmonella (S. sor. Typhi, S. sor. Paratyphi C e S. sor. Dublin) (FERREIRA,
CAMPOQOS 2008).

O género Salmonella inclui bacilos Gram-negativos, medindo 0,7 a 1,5 x 2 a5
um, sendo a maioria mével com flagelos peritriquios e anaerébios facultativos. A melhor
temperatura para o crescimento das bactérias do género Salmonella é de 35°C; fermenta a
glicose e outros carboidratos com producdo de acidos e usualmente gas. Dentre as
caracteristicas bioquimicas, as salmonelas sdo oxidase negativa, catalase positiva, indol e
Voges-Proskauer negativas e positivas nas provas de sulfeto de hidrogénio, citrato de
Simmons e lisina e ornitina descarboxilase (Le MINOR, 1984). Em relagcdo aos parametros
ambientais exigidos pela Salmonella salienta-se que, seu pH 6timo para multiplicacdo fica
préximo de 7,0, sendo que valores superiores a 9,0 e inferiores a 4,0 sdo bactericidas. Com
relacdo a concentragdo de sal, as salmonelas ndo toleram concentracGes superiores a 9%, 0
nitrito € inibitorio e seu efeito € acentuado pelo pH &cido. A temperatura ideal encontra-se na
faixa de 35° C, sendo a minima de 5°C e a maxima de 47°C (JAY, 2005).

No que concerne ao habitat, as salmonelas podem ser divididas em trés categorias
baseadas na especificidade do hospedeiro e no padrdo clinico determinado: salmonelas
altamente adaptadas ao homem incluindo S. sor. Typhi e S. sor. Paratyphi A, B e C, agentes
da febre entérica (febres tiféide e paratiféide); salmonelas altamente adaptadas aos animais

representadas por S.sor. Dublin (bovinos), S. sor. Choleraesuis, S. sor. Typhisuis (suinos), S
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sor. Pullorum e S.sor. Gallinarum (aves), responsaveis pelo paratifo em animais. Entretanto,
em determinadas situacGes (criangas, pacientes com doencas cronicas, idosos,
imunocomprometidos) os sorovares S. Dublin e S. Choleraesuis podem determinar no homem,
um quadro septicémico, sendo mais grave, do que aquele causado por S. sor. Typhi. A terceira
categoria inclui a maioria dos sorovares que atinge indiferentemente ao homem e animais,
designadas salmonelas zoondticas, responsaveis por quadro de gastrenterite (enterocolite) ou
doencas de transmissdo alimentar (DTA) (LE MINOR, 1984).

Estima-se que os sorovares S.Typhi e S.Paratyphi A, B, C infectam mais de 16
milhdes de pessoas em todo mundo, e sdo responsaveis por mais de 600 mil mortes por ano
(GRASSL; FINLAY, 2008).

Segundo Trabulsi e Alterthum (2008), a rota da bactéria no trato gastro-intestinal
compreende a passagem pelo estdbmago e aderéncia as células epiteliais da regido ileocecal
com penetracdo nas células da mucosa causando injdria e, em seguida, migrando para uma
lamina propria. A resposta inflamatéria do hospedeiro se da com hipertrofia e hiperplasia dos
foliculos linfoides, mediada por liberacdo de prostaglandinas que estimulam a adenosina
monofosfato (AMP) ciclico, produzindo ativa secrecao de fluidos e resultando em diarréia. Os
sintomas surgem em torno de 12 a 36 horas apés a ingestdo do alimento contaminado, embora
ja tenham sido relatados periodos mais curtos e mais longos. Os sintomas mais comuns sdo
nauseas, vomitos, dores abdominais, cefaléia e diarréias. Em média, a dose infectante se
encontra em torno de 10° células, variando desde uma célula (S. sor. Typhi) até milhdes (S.
sor. Derby e S. sor. Anatum).

Segundo Rodrigues, Léazaro e Reis (2007), as salmonelas sdo eliminadas em
grande nimero nas fezes, contaminando solo e agua. A sobrevida no meio ambiente pode ser
muito longa, em particular na matéria organica, como por exemplo, a permanéncia por longo
periodo, nas fezes secas. Existem registros dessas bactérias resistindo por mais de 28 meses
em fezes de aves e, até 30 meses, em estrume bovino. No ambiente, foram recuperadas
estirpes com até 280 dias em solo cultivado e 120 dias em pastagens, sendo ainda encontradas
em efluentes de 4gua de esgoto como resultado de contaminacéo fecal.

A salmonelose € uma das zoonoses mais problematicas para a saude publica em
decorréncia do grande ndmero de animais envolvidos como fonte de infecgdo e, por
conseguinte transmissores da bactéria em potencial. Embora a maioria dos surtos envolvendo
essa bactéria tenha como veiculos mais frequentes aves e ovos, uma ampla variedade de
alimentos, incluindo carne bovina, peixe, sorvete e chocolate ja foram implicados com a
doenca (DUFFY et al., 1999; HOFER et al., 2000). A salmonelose é de distribuicdo



23

cosmopolita, acometendo todas as faixas etarias, tanto nos paises desenvolvidos como
naqueles em desenvolvimento (LOUREIRO et al., 2010).

A salmonelose é uma das doencgas infecciosas mais comuns dos seres humanos e
animais e desde 1980 tem havido um aumento, em todo o mundo, no numero de casos
envolvendo S. sor. Enteritidis (RODRIGUES ,TRAUXE; ROWE 1990).

No Brasil a aquicultura vem recebendo destaque nos ultimos anos devido ao
aumento na demanda mundial por alimento de origem aquatica (REBOUCAS, 2011).
Segundo Sapkota et al. (2008), os impactos potenciais das atuais praticas utilizadas nas
atividades aquicolas sobre a salde humana sdo varidveis e muito distintos entre as regides
geograficas atingidas. Por outro lado, o fluxo de produtos derivados da aquicultura no
mercado global expde os consumidores aos contaminantes que podem advir das areas de
producao.

Carvalho et al. (2009) e Parente et al. (2011) pesquisando amostras ambientais de
fazendas de camardo no Estado do Ceara, encontraram Salmonella em amostras de agua e
sedimento e de camardo.Os resultados indicaram uma contaminacdo por interferéncia
antropogénica e pelo aporte de excrementos de animais no entorno das fazendas.

Além da ampla diversidade de fontes potenciais de contaminagdo e vias de
transmissdo, as caracteristicas de endemicidade, morbidade e dificuldade de controle da
doenca justificam o interesse das agéncias de saude (HOFER; SILVA; REIS, 1998).

Segundo Hofer e Reis (1994), nos paises desenvolvidos, a incidéncia de
salmonelose humana pode ser determinada corretamente, com a possibilidade de se fazer até
a estimativa dos danos causados pela doenca. No Brasil, a bibliografia avaliada acerca dos
danos que Salmonella pode causar em salude publica ainda é escassa, impossibilitando uma
estimativa das perdas econémicas com a ocorréncia de surtos. A escassez de dados
epidemioldgicos sobre casos de salmoneloses também se d& por causa da ocorréncia de
infeccbes humanas esporadicas que ndo entram nas estatisticas dos atendimentos

ambulatoriais.

2.3 Fatores potenciais de viruléncia

De acordo com Sircilli e Trabulsi (2008), os fatores de viruléncia sdo estruturas
produtoras ou estratégias que contribuem para aumentar a capacidade bacteriana de provocar
infeccdes, podendo estar envolvidos com colonizacdo ou lesdo do organismo hospedeiro. Os
fatores envolvidos com a colonizagdo incluem adeséo e invasdo, enquanto os relacionados

com leséo abrangem as endotoxinas e exotoxinas.
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A viruléncia de Salmonella estd ligada a uma combinacdo de fatores
cromossémicos e plasmidiais. Segundo Hensel (2004), a maioria dos fendtipos de viruléncia
sdo codificados por genes presentes em ilhas de patogenicidade (PAI), as quais também sdo
referidas como ilhas de patogenicidade de Salmonella (SPI). As ilhas incluem a maioria dos
fenotipos de viruléncia mais comuns, como por exemplo, a invasdo da célula hospedeira e a
patogénese intracelular. Algumas dessas SPI sdo conservadas no género Salmonella enquanto
outras sdo especificas para alguns sorovares. Existem regifes cromossdmicas com

caracteristicas de SPI, mas com fung¢do ainda ndo definida.

2.3.1 Ihas de Patogenicidades

A elucidacdo da funcdo e distribuicdo desses genes presentes nas SPI nos
sorovares de Salmonella favorece a compreensdo da evolugéo dos sorovares patogénicos e o
papel das SPI na diferenca da patogénese e epidemiologia entre os sorovares. As SPI
codificam genes envolvidos na adesdo de células do hospedeiro, invasdo, sobrevivéncia
dentro da célula, manipulacdo do sistema imune, em parte na especificidade do hospedeiro.
Contribuem com a evolugdo gendmica por transferéncia horizontal de genes. So as SPI,
importantes ao influenciar tracos como a resisténcia aos antibioticos, simbiose e adaptacdo em
geral (DOBRINDT et al., 2004).

2.3.1.1 llha de Patogenicidade de Salmonella

Regido de 40kb - Esta associada a invasdo de células ndo fagociticas genes sdo de
secrecdo do T3SS (Type 3 Secretory System).

A SPI- 1 est4 presente em S bongori e em todas as subespécies e sorovars de
S.enterica analisadas até hoje.

O Locus SPI-2 tem 40kb em tamanho. Esta ligada a capacidade de Salmonella
enterica sobreviver nas células fagociticas e replicar-se dentro de vesiculas das células
eucarioticas.

SPI-3- Responsavel pelo sistema de transporte de alta afinidade com o Mg®"é
importante para o fenétipo de Salmonella intracelular.

SPI-4- O papel na viruléncia ainda néo foi esclarecido e favorece o contato intimo
da bactéria com as microvilosidades da membrana apical.

SPI-5- Parece estar associada a enteropatogénese de S. sor. Dublin,
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SPI-6- ou Salmonella Chromosomal Island (SCI) - Codifica muitos genes de
viruléncia, mas o papel da SP1-6 em animais ndo foi elucidado.

SPI-7 ou Major Pathogenicity Islands (MPI)- Ligada a S sor. Typhi, Dublin e
Paratyphi C fator codificado € 0 Ag Vi.

SPI-8- S. sor. Typhi- Fatores de viruléncia ndo especificos sdo os genes de
bacteriocinas, mas nenhum dado funcional foi relatado até agora.

SPI-9- Organizacao semelhante a SPI-4.

SPI-10- Fatores de viruléncia codificados SPI-10. S&o fimbrias, determinantes na
especificidade do hospedeiro S. sor. Typhi e Enteritidis (HENSEL, 2004).

2.3.1.2 llhas Genomicas de Salmonella

Cepas multirresistentes Typhimurium DT104, Paratyphi B e Agona. Este Locus
chamado de ilha gendmica de Salmonella 1 ( SGI-1) tem um tamanho de 43kb. Dentro da
SGI-1 genes conferem o fendtipo de penta resisténcia e estdo agrupados em regides de

resisténcia a multidrogas compostas de dois integrons (HENSEL, 2004).

2.4 Importancia social e econémica da carcinicultura

Segundo Rocha (2011), o agronegocio do camardo cultivado vem assumindo
importancia social crescente no Brasil, em especial na Regido Nordeste, respondendo por
98% da producdo nacional desse setor. Em 2011 existiam 1.200 produtores, envolvendo uma
area de 18.500 hectares de viveiro e gerando 50.000 empregos. A producdo desse setor em
2009 foi de 65.000 toneladas o que contribuiu para obtencdo de uma receita de US$ 300
milhdes de ddlares. Embora seja uma atividade consistente no Brasil, uma estimativa aponta
um desenvolvimento de 3,3% do seu potencial da carcinicultura.

De acordo com a ABCC (2011), o estado do Ceard elevou sua producdo de
camarao em 50% em 2010, passando a ser o maior produtor de camaréo cultivado do Brasil.
O Rio Grande do Norte,teve uma queda de 23% em sua producdo no mesmo periodo. Em
2009 o Ceara teve uma produgdo de 20.000 toneladas, em 2010, com um crescimento para
30.000 em 2010, enquanto que o estado vizinho caiu de 26.000 para 20.000 toneladas nesse
mesmo intervalo de tempo.

Devido a expanséo da atividade, o cultivo de camarfes marinhos tem, cada vez

mais, se tornado vulneravel a enfermidades causadas por agentes patogénicos tais como:
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bactérias, protozoarios, fungos e virus, favorecidos pela facilidade de transmissdo que ocorre
nos locais de cultivo (FERREIRA, 2006).

Segundo Baquero, Martinez e Cantdn (2008), o estudo do perfil de resisténcia a
antimicrobianos entre as bactérias endogenas € de grande importancia, uma vez que pode
indicar o grau de alteracdo dos ecossistemas pela acdo humana além de estabelecer o papel

desses microrganismos como potenciais reservatorios para genes de resisténcia.

2.5 Resisténcia a antimicrobianos

Os antimicrobianos podem ser definidos como agentes quimioterapicos,
substancias quimicas utilizadas no tratamento das doencas infecciosas e neoplasicas, em
diversas concentracdes toleradas pelo hospedeiro. Para Tavares (2007), os antibiéticos sdo
classificados em bactericidas e bacteriostaticos. Os bactericidas provocam alteraces
incompativeis com a sobrevida bacteriana, enquanto os bacteriostaticos inibem o crescimento
e a reproducdo bacteriana sem provocar sua morte imediata.

Segundo Tavares (2009), os antimicrobianos ao entrarem em contato com uma
célula bacteriana geram varias modificagdes no metabolismo celular. Essas alteracGes vao
desde o nivel de parede celular até a interferéncia da replicacdo do DNA cromossémico; isso
vai depender do tipo de farmaco utilizado e em que sitio de acdo este ira atuar. Por exemplo:
dentre os grupos de farmacos que atuam na sintese da parede celular destacam-se: as
penicilinas, as cefalosporinas, os glicopetideos, 0s monobactamicos e as carbapenemas. Esses
agentes causam alteracfes em nivel de parede, ela é responsavel por manter o equilibrio
osmotico no interior da célula. Quando a funcdo osmdtica € atingida por um agente
antimicrobiano, ocorre a lise celular; tendo como resultado a formagdo de uma parede
defeituosa, ou auséncia de formacdo dos septos que dividem as células em multiplicagdo.
Como consequéncia, ocorrerd uma hipertonicidade intracelular, entrando agua do meio
externo para o interno e por fim a morte bacteriana.

Nas Ultimas décadas, o desenvolvimento de farmacos eficientes no combate a
infeccOes bacterianas revolucionou o tratamento médico, ocasionando a redugdo drastica da
mortalidade causada por doengas microbianas. Entretanto, a disseminacdo do uso de
antibidticos, lamentavelmente, fez com que 0s microrganismos desenvolvessem defesas
relativas aos agentes antibacterianos, com o0 consequente aparecimento de resisténcia
(BOWER; DAESCHEL,; 1999; SILVEIRA et al., 2006). Para Mota et al. (2005), o uso

indiscriminado de antibidticos no tratamento e prevengdo de doencas é um problema de salde
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animal e publica uma vez que elevadas taxas de resisténcia aos antimicrobianos séo
registradas em estudos realizados nas diferentes espécies animais e no homem.

Em um ecossistema os residuos de farmacos podem apresentar efeitos adversos
em organismos aquéticos e terrestres. Pouco se sabe sobre o destino e 0 comportamento
dessas substancias no ambiente aquatico, assim como ndo estd claro quais organismos sao
afetados e em que grau esses residuos possa afeta-los (JORGENSEN; HALLING-
SORENSEN, 2000).

Segundo Grave et al. (2006) e Vaz (2009), o uso indiscriminado de drogas
antimicrobianas resulta na selecdo de bactérias. Estas ndo somente podem se tornar
predominantes em uma populacdo, como também podem ser reservatorios de genes de
resisténcia, tornando-as capazes de transferir esse material genético para bactérias
susceptiveis, que irdo se tornar resistentes.

Os genes que conferem resisténcia podem ser codificados por plasmideos,
transposons e integrons que geralmente sdo mediadores de maltipla resisténcia. Esse tipo de
transferéncia pode ocorrer entre diferentes géneros e espécies de bactérias (QUINN et al.,
2005).

Vérios fatores podem contribuir para que 0S microrganismos se tornem
resistentes; mutacGes causadas por influéncia de fatores ambientais e/ou modificacdes
genéticas intrinsecas da prépria bactéria, que a partir de um determinado momento da sua
multiplicacdo muda o seu genoma e passa por uma serie de processos diferentes. No entanto,
esses sd0 processos raros que ocorrem em cada um bilh&o ou um trilhdo de multiplicagdes. O
que determina essa predominancia, de maneira geral, é a selecéo que elas sofrem pelo uso dos
antimicrobianos, e isso € mais constante em hospitais quando doses altas desses
medicamentos sdo administradas por tempo prolongado, muitas vezes de maneira inadequada
(LEAO, 1999).

De acordo com Souza (1998), o desenvolvimento de resisténcia, por certas
bactérias patogénicas € mais rapido que a capacidade da indudstria para produzir novas drogas.
Cinquenta por cento dos antibioticos produzidos séo utilizados na terapia humana, a outra
metade é empregada na profilaxia, tratamento ou como promotores de crescimento animal ou

no exterminio de pragas na agricultura (RODRIGUES, 2001).



3 MATERIAL E METODOS

Foram selecionadas duas fazendas (A e B) de cultivo do camardo Litopenaeus
vannamei adaptado a agua doce, localizadas em Jaguaruana- CE e alimentadas pelo Rio
Jaguaribe, no litoral leste do Estado do Ceard (Figura 1). Os locais de coleta foram
georreferenciados com o uso de equipamento de geolocalizacdo (GPS) Garmin 11l Plus. Os
pontos de coleta no Rio e na Fazenda A estdo localizados nas coordenadas 04°48°24,4”S;
037°44°42,7°W e 04°48°16,4”S; 037°44°15,4”W. As coordenadas dos pontos de coleta no Rio
e na Fazenda B sdo: 04°52°0,54”S; 037°47°0,54”W ¢ 04°52°0,75”S ¢ 037°47°0,88”W.

Figura 1- Localizacdo geografica das fazendas (A e B) de cultivo de camardo Litopenaeus vannamei, adaptado a

agua doce, e do ponto do rio Jaguaribe, abastecedor das fazendas, em Jaguaruana- CE.
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3.1 Procedimento de coleta

Foram realizadas 15 coletas nas duas fazendas, com periodicidade quinzenal, de
amostras de agua, de sedimento dos viveiros e agua do afluente de captacdo. Para as duas
fazendas (A e B) foi acompanhado um ciclo do cultivo de camardes.
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3.1.1 Determinacao dos parametros fisico-quimicos

No momento da coleta foi medida a temperatura das amostras de &gua com auxilio
de um termdmetro (INCOTERM). Em laboratério foram medidos o pH utilizando-se um
potenciémetro da marca MARCONI — PA 200P e a salinidade através de um refratbmetro da
marca ATAGO S/MILL.

3.1.2 Amostras de agua

Para a quantificacdo de Escherichia coli foi coletado 1 L de agua em garrafas de
vidro ambar esterilizadas. As amostras foram transportadas em caixas isotérmicas para o
Llaboratério de Microbiologia Ambiental e do Pescado no Instituto de Ciéncias do Mar-
LABOMAR/UFC, para serem processadas.

Para a coleta das amostras de dgua de Salmonella foram utilizadas garrafas de
vidro ambar esterilizadas. Cerca de 2 L da agua coletada foram filtrados in loco usando como
elemento retentor um chumaco de gaze estéril (1 metro). A gaze com o material retido era

imersa em 225 mL de caldo lactosado (CL) e incubado na estufa por 24 h a 35°C.

3.1.3 Amostras de sedimento

Para a analise de sedimento foram feitas coletas em quatro pontos distintos dentro
do viveiro e do afluente, aleatoriamente, em cada fazenda. Esse material foi homogeneizado
formando uma amostra composta.

Para a pesquisa de Salmonella foram pesados 25 g do sedimento e inoculados em
225 mL de CL e incubados em estufa por 24 h a 35°C. Para a quantificacdo de E.coli as
amostras foram pesadas 25 g e homogeneizadas em 225 mL de solugdo salina estéril 0,85%
por aproximadamente 20 minutos, correspondendo a primeira diluicdo 10™. A partir desta

foram realizadas as demais dilui¢cbes (APHA, 2000).
3.2 Quantificacéo e identificagéo de Escherichia coli
A estimativa do nimero mais provavel (NMP) de E. coli foi determinada através

da técnica de fermentacdo em tubos multiplos com a utilizagcdo do meio com o substrato MUG

(APHA, 2000). Para as amostras de agua foram utilizadas baterias de 5 tubos com o meio
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modificado caldo triptose MUG (Difco) para cada diluicdo da amostra. Para o sedimento
foram seguidas as recomendacdes do uso de 3 tubos (APHA, 2000).

Foram inoculadas dilui¢des das amostras de 4gua (10™ a 10°) no meio de cultura
com tubos de Durham. Para as amostras de sedimento as diluicdes utilizadas foram 107 a 10™.
Todos os tubos foram incubados a 35°C por 48 horas. ApoOs este periodo, os tubos que
apresentaram fluorescéncia azul quando expostos a luz ultravioleta (comprimento de onda de
365 nm) foram considerados positivos para a presenca de E. coli.

Para o isolamento das culturas de E. coli, tubos positivos no caldo lauril triptose-
MUG foram inoculados sobre o meio agar eosina azul de metileno (EMB - Difco). Depois de
incubagdo a 35 °C por 18 a 24 horas, as coldnias com crescimento caracteristico de E. coli
(brilho metalico ou centro escuro), foram selecionadas e crescidas sobre meio agar triptona
soja (TSA) 35°C por 24 horas.

As cepas isoladas foram identificadas atraves de testes bioquimicos IMViC: Indol,
vermelho de metila (VM), voges proskauer (VP) e citrato de simmons (TORRES et al., 2004).

Os procedimentos descritos acima estdo apresentados ma forma de esquema nas

figuras 2 e 3.



Figura 2- Fluxograma para identificacdo de Escherichia coli em amostras de agua.
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Figura 3- Fluxograma para identificacdo de Escherichia coli em amostras de sedimento.
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3.3 Investigacao de Salmonella

A investigacdo da presenca de Salmonella seguiu a técnica descrita por Wallace e
Hammack (2005), constando das etapas de enriquecimento (Caldo Rappaport-Vassiliadis e
Caldo Tetrationato — Difco), plaqueamento diferencial (Agar Entérico Hektoen — Difco e
Agar Verde Brilhante — Difco) e triagem (Agar Ferro-Actcar Triplo — Difco, Agar Lisina
Ferro — Difco e Agar Costa e Vérnin (meio de triagem).
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Os procedimentos utilizados na investigacdo da presenca de Salmonella estéo

ilustrados nos esquemas das figuras 4 e 5.

Figura 4- Fluxograma para identificacdo de Salmonella a partir de amostras de &gua.

2L de agua filtrada

Gaze
(1lmetro) 225 mLde Caldo Lactosado

35°C/24nh

Pré - enriquecimento

Caldo Tetrationato
1mLdaamostra

Enriquecimento

Caldo Rappaport
0,1 mL daamostra

Banho-Maria 42°C / 24 h 35°C /24 h

:
@ D@

Agar Hektoen Agar AVB  Agar Hektoen ~ Agar AVB
35°C/24h  35°C/24h 35°C/24h 35°C/24h

CV  LIA TSI

I~
Sorologia I — @, - ﬂ

TSA
35°C/24 h

SIM Malo Uréia



34

Figura 5- Fluxograma para identificacdo de Salmonella a partir de amostras de sedimento.
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3.4 Sorotipagem de Salmonella

Colobnias suspeitas foram isoladas, purificadas e submetidas a analise antigénica
usando o anti-soro O:H para identificagdo de Salmonella.

Para o teste de soroaglutinacdo em placa foi utilizado o soro O:H polivalente. Foi
colocado 1 mL de salina 0,85% de NaCl sobre as culturas puras. Posteriormente, foram
retiradas duas gotas da suspensdo salina e colocadas em uma placa previamente esterilizada.
Logo apds, foram colocadas sobre a suspensdo bacteriana duas gotas do antigeno.
Homogeneizou-se por um minuto e verificou-se a presenca de grumos em caixa de
Huddleson, indicando a reacdo antigeno-anticorpo (WALLACE; HAMMACK, 2005).

As cepas que aglutinavam no anti-soro O:H polivalente foram, posteriormente,
enviadas ao Laboratorio de Enterobactérias do Instituto Oswaldo Cruz- FIOCRUZ-RJ, para a
caracterizacdo de sorogrupos e sorovares, segundo Le Minor & Popoff (1987).

3.5 Teste de antibiograma através do método de difusdo em discos (Teste de Kirby—

Bauer)

Para o antibiograma foram utilizados o0s seguintes discos comerciais com
antimicrobianos da marca LABORCLIN pertencentes a diferentes familias: p-lactamicos —
ampicilina — AMP (10 ug); Aminoglicosideos — gentamicina — GEN (10 pg); Cloranfenicol
— cloranfenicol — CLO (30 png) e florfenicol — FLF (30 upg); Fluoroquinolonas —
ciprofloxacina — CIP (5 ug); Nitrofurano — nitrofurantoina — NIT (300 pg); Quinolonas —
acido nalidixico — NAL (30 ug), Tetraciclina - tetraciclina — TET (30 ug) e 6xido de
tetraciclina — OTC (30 ug), Para preparar os discos de 30 ug de OTC foram utilizados discos
em branco fornecidos pela (LABORCLIN) impregnado com a solucéo antibiotica, seguindo a
orientacdo técnica ditada pelo Clinical and Laboratory Standard Institute (CLSI, 2010). O
resultado foi visualizado apds 24 h de incubagéo a 35°C (Figura 6).
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Figura 6 - Fluxograma da técnica do antibiograma realizado com os isolados das amostras de agua e sedimento

coletadas nas fazendas A e B e do ponto do rio abastecedor, em Jaguaruana —CE.
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3.6 Célculo do indice de resisténcia (IRA) e Determinacdo do indice de multipla

resisténcia a antimicrobianos (MRA)

Os resultados do antibiograma foram utilizados para obtencdo dos indices de
resisténcia das cepas aos antimicrobianos testados (IRA) (JONES et al., 1986) e o de mdltipla
resisténcia (MRA) (KRUMPERMAN, 1983).

IRA:L onde:
n-x

y = Total do nimero de resistentes
n = ndmero de isolados

X = nUimero de antimicrobianos testados

a

MIRA= onde:

a = numero de antimicrobianos aos quais o isolado foi resistente.

b = nimero de antimicrobianos aos quais os isolados foram expostos.
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3.7 Concentracao inibitéria minima (CIM) e Concentracéo bactericida minima (CBM)

Para as cepas que apresentaram resisténcia aos antimicrobianos no teste de disco-
difusdo (Kirby-Bauer) foram determinadas a concentracdo inibitéria minima (CIM) e a
concentracdo bactericida minima (CBM). Segundo a técnica de diluicdo em caldo
(Macrodiluicéo), utilizando-se caldo Mueller Hinton — Difco (CLSI, 2010).

Figura 7 — Fluxograma do procedimento da concentragéo inibitoria minima (CIM) e de concentragdo bactericida
minima (CBM) realizado com os isolados de Salmonella e Escherichia coli das amostras de agua e sedimento
coletadas nas fazendas A e B e do ponto do rio abastecedor, Jaguaruana —CE.
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3.8 Técnica da curade plasmideo

As cepas que apresentaram resisténcia a mais de um antibiético de familias
diferentes foram submetidas a técnica de “cura” de plasmideo de acordo com Molina-Aja et
al. (2002) utilizando o caldo LB (Luria-Bertani — Difco) suplementado com 0,85% de NaCl e
tendo como agente de cura o corante acridine-orange (SIGMA- A 6014) na concentracao de

100 pg/mL. As cepas crescidas nesse meio durante 24 h a 35°C, sob agitagdo constante, foram
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novamente submetidas ao teste de antibiograma frente aos antimicrobianos aos quais se

mostraram resistentes (Figura 8).

Figura 8- Fluxograma do procedimento de cura plasmidial, realizado com os isolados de Salmonella e E.coli das
amostras de agua e sedimento coletadas nas fazendas A e B e do ponto do rio Jaguaribe, abastecedor das
fazendas , em Jaguaruana —CE.
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3.9 Reacdo em cadeia de polimerase (PCR)

3.9.1 Extracgdo de DNA cromossémico das cepas de Salmonella

As cepas foram inoculadas em caldo infusdo cérebro e coracdo (caldo BHI-Difco)
incubadas a 35°C/24 h. Ap6s o crescimento em BHI foram retiradas aliquatas de 1mL para
iniciar o processo de extracdo do DNA usando-se o kit comercial DNeasy Tissue (Qiagen).

As amostras contendo o DNA amplificado foram analisadas em gel de agarose 1%
(Pronadisa; CONDA). A corrida foi realizada em uma cuba horizontal de eletroforese
(DIGEL; DGH12/DGH14) a 120 /500 mA com duragéo de 1h em solucdo tampédo TBE 1 X.
O gel de agarose foi corado com o “RedGel" (concentracdo recomendada pelo fabricante)
para possibilitar a visualizagdo dos produtos amplificados no transluminador (Espectroline-

UV) com luz ultravioleta. O gel foi documentado em sistema de fotodocumentacgéo digital
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Kodac EDAS290. Um marcador de tamanho molecular de 1kb (Sigma) foi usado como

padrdo para o tamanho molecular dos genes.

3.9.2 Condicdes do Box-PCR

O DNA total das culturas isoladas das amostras ambientais foi extraido de acordo
com protocolo estabelecido por Sambrook, Fritsch e Maniatis (1989). A amplificacdo dos
fragmentos dos genes 16S do DNA total (PCR) foi feita com iniciador especifico BoxA1R
(VERSALOVIC et al.,, 1994) que permite estabelecer um perfil genotipico das estirpes
possibilitando o agrupamento dos diferentes ecotipos bacterianos..Os iniciadores foram
sintetizados pela INVITROGEN - Brasil (Tabela 1).

Tabela 1: Iniciadores e condigdes de termociclagem utilizados na investigagdo molecular das amotras de
Salmonella.

Genes | Sequencia dos iniciadores | Ciclos | Condigbes de | Amplicons Fonte
(5°-3%) Termociclagem (pb)*
1 95°C/2s
o Versalovic et
94°C/3s al., (1994)
BoxIAR | 5°ctacggcaaggcgacgetgacg3” | 30 92°C/30s 400 a 2500
50°C/1min
o : Albufera et al.,
65°C/8min 2009
1 65°C/8min

Em todas as amplificacdes foi utilizada como controle uma cepa de referéncia:
Salmonella sor. Enteritidis I0OC. O DNA total extraido foi amplificado por Box-PCR em

termociclador -Techne (Tabela 2).

Tabela 2: Composicdo e concentracBes empregadas nas reagdes de investigacdo molecular para as estirpes de
Salmonella.

Reagentes da Box PCR
Reacéo’

Tampdo 10x 20 mM Tris pH 8,4, 50 mM KClI
dNTP’s (2,5 mM) 0,25uM
Iniciador F (99.300 pM) 200 pM
Iniciador R (99.300 pM) 200 pM
MgCI2 (50 mM) 1,5um
Taqg polimerase (500 U) 4U
Vol. da reagéo 25 uL
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As amostras contendo o DNA amplificado foram analisadas em gel de agarose 2%
(Pronadisa; CONDA).A corrida foi realizada em uma cuba horizontal de eletroforese
(DIGEL; DGH12/DGH14) a 120 V/500 mA com duracédo de 5 h em solucdo tampédo TBE 1
X. O gel de agarose foi corado com o “RedGel" (concentragcdo recomendada pelo fabricante)
para possibilitar a visualizacdo dos produtos amplificados no transluminador (Espectroline-
UV) com luz ultravioleta. O gel foi documentado em sistema de fotodocumentacéo digital
Kodac EDAS290. Um marcador de tamanho molecular de 2 kb (Sigma) foi usado como

padrdo para o tamanho molecular dos genes.

3.9.3 Condicdes da PCR para deteccéo dos genes de viruléncia

Para a detecgéo da viruléncia de Salmonella foram utilizados os pef A (viruléncia
do plasmideo codificado pela fimbria) invA (patogenicidade) e spvC (viruléncia plasmidial).
Os primers foram confeccionados pela INVITROGEN- BRASIL (Tabela 3).

Tabela 3: Iniciadores e condi¢Bes de termociclagem utilizados na investigacdo molecular das amotras de
Salmonella

Sequencia dos iniciadores Amplicons : Condicoes de
Genes s A d Ciclos . Fonte
(5°-3”) (pb) Termociclagem
F: 5’gcgccgctcagecgaaccagl’ 1 94°C/3min.
pefA ; ; 157 5 -
R: 5’gcagcagaagcccaggaaacagtg3 94°C/1min. Trafnv et
inVA F: 5’acagtgctcgtttacgacctgaat3’ 244 30 58°C/1min. y
R: 5’agacgactggtactgatcgataat3’ 72°C/1min. al., (2006)
F: 5’actccttgcacaaccaaatgegga3’ o .
spvC R: 5’tgtcttctgeatttcgecaccatca3’ >71 ! 72°Clomin.

Em todas as amplificacbes foi utilizada como controle uma estirpe de referéncia:
Salmonella Enteritidis IOC. O DNA total extraido foi amplificado por Multiplex-PCR em

termociclador - Techne (Tabela 4).
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Tabela 4 Composicdo e concentracBes empregadas nas reagfes de investigacdo molecular para detectar genes de
viruléncia nas estirpes de Salmonella.

PCR (multiplex)
Reagentes da Reacdo’ Genes de viruléncia

pefA invA spvC
Tampéo 10x 1x 1x 1x
dNTP’s (2,5 mM) 0,25uMm 0,25uM 0,25uM
Iniciador F (91.000 pM) 200 pM 200 pM 200 pM
Iniciador R (91.000 pM) 200 pM 200 pM 200 pM
MgCI2 (50 mM) 1,5uM 1,5um 1,5um
Taq polimerase (500 U) 4U 4U 4U
Vol. da reagédo 25 uL 25 uL 25 pL

As amostras contendo o DNA amplificado foram analisadas em gel de agarose
1,5% (Pronadisa; CONDA). A corrida foi realizada em uma cuba horizontal de eletroforese
(DIGEL;DGH12/DGH14) a 120 V/500 mA com duracdo de 1 hora e 20 minutos em solu¢édo
tampao TBE 1 X. O gel de agarose foi corado com o “Gel Red" (concentracdo recomendada
pelo fabricante) para possibilitar a visualizagdo dos produtos amplificados no transluminador
(Espectroline-UV) com luz ultravioleta. Os géis foram documentados em sistema de
fotodocumentacdo digital Kodac EDAS290. Um marcador de tamanho molecular de 1 kb

(Sigma) foi usado como padrao para comparacao do tamanho molecular dos genes.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Parametros fisico-quimicos das amostras ambientais das fazendas A e B

Os resultados dos parametros fisico-quimicos (temperatura e pH) das aguas nas
areas de cultivo de camarao estdo apresentados na Tabela 5. Observa-se pouca variacéo entre
0s parametros ambientais da agua nas areas pesquisadas (viveiro e o0 Rio Jaguaribe) nas duas

fazendas.

Tabela-5 Parametros fisico-quimicos (temperatura e pH) das amostras de agua de um viveiro de cultivo e do Rio
Jaguaribe, abastecedor das fazendas A e B.

Fazenda A Fazenda B
Coletas | Temperatura (°C) pH Temperatura (°C) pH

Viveiro Rio Viveiro Rio Viveiro Rio Viveiro Rio
1 29,3 30 9,02 8,72 30 29 9,39 8,27
2 27,1 28 8,83 8,67 29 28 8,20 9,61
3 29 28 8,59 8,48 29 29 9,35 8,13
4 27 28 8,91 8,48 34 33 8,49 8,01
5 27 29 8,39 8,69 28,5 30 8,98 8,19
6 32 32 8,98 8,60 35 37 8,70 8,30
7 - 30 - 9,0 31 31 9,35 8,89
8 31 29 9,30 9,15 32 32 8,80 8,42
9 30 29 7,63 9,05 - 29 - 8,08
10 28 29 9,14 9,17 32 31 7,95 8,14
11 27 28 8,24 7,66 28 27 9,40 8,75
12 29 28 8,51 8,31 28 29 8,61 8,16
13 29 28 8,44 8,30 31 30 8,42 8,33
14 30 30 7,63 8,05 30 30 8,05 8,21
15 29 29 8,85 8,50 31 31 8,50 8,08

- N&o houve coleta.

As temperaturas registradas nas amostras de agua dos viveiros e no rio Jaguaribe,
abastecedor da Fazenda A oscilaram entre 27,1 e 32 °C e de 28 a 32°C, respectivamente.
Valores ligeiramente superiores foram observados nas amostras de dgua coletadas na fazenda

B (viveiro e Rio Jaguaribe): 28,5 a 35,0 °C e 27,0 a 37,0°C. As temperaturas médias das aguas
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dos viveiros ficaram abaixo, aproximadamente, 1°C das oriundas do corpo d’agua
abastecedor, um efeito relacionado a hidrodinamica dos dois ambientes. Essas temperaturas
sdo ideais para o cultivo de organismos aquaticos tropicais (LIMA, 2007), além de estarem
dentro do intervalo 6timo para a multiplicacéo de bactérias meséfilas (ALTERTHUM, 2008).

De modo geral, o pH das aguas apresentou-se alcalino em todas as coletas,
variando de 7,63 a 9,30 e de 7,95 a 9,40 dentro dos viveiros (fazenda A e B) ede 7,66 a 9,17 e
de 8,01 a 9,61 nos canais de abastecimento das respectivas fazendas.

Hernandez e Nunes (2001) ressaltam que a faixa ideal do pH para cultivo de L.
vannamei varia entre 8,1 e 9,0.

Para salinidade, no decorrer das coletas, foram observados valores abaixo de 0,5
para a maioria das amostras (13,3%). Apenas duas amostras apresentaramsalinidade de 5 e 6
nas amostras de dgua dos Vviveiros e nas aguas do rio. Estas variacGes podem ser resultado da
elevada taxa de evaporacdo na regido (temperaturas altas) com prolongado periodo sem
precipitacdo pluviométrica.

Abraham et al. (2004) também mediram temperatura, pH e salinidade nas dguas
de abastecimento e descarte de fazendas de camardo controladas por fatores ambientais tais
como: radiagéo solar, temperatura relativa do ar e chuvas. Enquanto os dois primeiros fatores
promovem o aquecimento da dgua durante o dia, provocando a evaporagdo e um aumento nos
valores da salinidade, as precipitacdes pluviométricas reduzem temperatura, pH e salinidade

na agua.

4.2 Quantificacdo de Escherichia coli em amostras ambientais de viveiro de cultivo e do

Rio Jaguaribe

O NMP de E. coli das amostras de agua do viveiro da fazenda A e do rio
Jaguaribe variou entre <1,8 e 33x10 e de <1,8 a 33x10 respectivamente , enquanto que, para o
sedimento do viveiro e do rio essa quantificagdo variou de <3,0 a 23,0 para os dois tipos de
amostra. Na fazenda B os valores do NMP de E. coli para as amostras de agua do viveiro e da
4gua do rio oscilaram de <1,8 a 130x10° e de <1,8 a 110x10, respectivamente. Com relacio
ao sedimento do viveiro foram observadas oscilaces no NMP de E. coli de <3,0 a 460x10 e
do rio de <3,0 a 75 (Tabela 6).

A presenca de coliformes esta relacionada a uma maior concentragdo de materia
organica, 0 que permite afirmar que os viveiros estdo recebendo aporte de nutrientes o que
favorece a proliferacdo de coliformes na coluna d’agua (VIEIRA et al., 2001). Barcina,

Lebaron e Vives-Rego (1997) afirmam que bactérias aléctones e varios outros
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microrganismos entéricos, presentes no ambiente, estdo diretamente relacionados com a
descarga de residuos para os rios e areas costeiras. O grupo coliforme é um indicador de
contaminacdo fecal mais frequentemente utilizado, sendo empregado desde o seculo XIX
como parametro bacteriologico basico na definicdo de padrdes, caracterizacdo e avaliacdo da
qualidade das aguas (VASCONCELOS et al., 2006). Essa qualidade ¢é testada através da
investigacdo da presenca de coliformes termotolerantes, dos quais a Escherichia coli
representa cerca de 70% do total sendo, portanto, considerada a principal representante
(TORRES, 2004).

O valor maximo permitido para coliformes na Resolugdo N° 357 do Conselho
Nacional do Meio Ambiente (CONAMA, 2005) para aguas doces, pertencentes a Classe 1 é
de 1.000 coliformes termotolerantes por 100 mililitros em 80%, ou mais, de pelo menos seis
amostras coletadas durante o periodo de um ano, com frequéncia bimestral. Escherichia coli
podera ser determinada em substituicdo ao parametro coliformes termotolerantes de acordo
com limites estabelecidos pelo 6rgdo ambiental competente. De acordo com a Portaria N° 154
da Secretaria do Meio Ambiente do Ceard (SEMACE, 2002) é exigida na instalacdo de uma
fazenda de carcinicultura, uma analise da fonte abastecedora do local. A Portaria exige que as
aguas sejam bacteriologicamente adequadas a instalacdo de uma fazenda de carcinicultura e
que contenham coliformes termotolerantes em quantidades inferiores a 1.000/100 mL.

As maiores ocorréncias de Escherichia coli foram encontradas na agua do viveiro
da fazenda A e no sedimento do viveiro da fazenda B (Tabela 6)

De um modo geral, os valores de NMP de E. coli nas duas fazendas foram baixos.
Isso se deve ao sistema de recirculacdo parcial utilizado nas fazendas. Poucas excec¢des
aconteceram (amostras 4 e 13, das aguas e sedimento do viveiro da fazenda B). Para que estas
amostras tenham apresentado valores tao discrepantes é possivel que tenha acontecido alguma
condigdo especial. Mas, se fosse considerado esse pardmetro da agua e sedimento do viveiro,
13% das amostras estariam fora dos padrdes exigidos para o cultivo de organismos aquaticos.

Uma das provaveis causas do aparecimento de E. coli em sedimento dos tanques
de cultivo nas fazendas de camardo € a utilizacao de ra¢des no cultivo e fertilizantes tal como
estercos de aves (BHASKAR et al., 1995). Este argumento, entretanto, ndo ¢ aplicavel para a
maioria das fazendas brasileiras de cultivo de camardo uma vez que a utilizacdo de

fertilizantes de origem animal ndo € rotina.
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Tabela 6 — Numero Mais Provavel (NMP/100 mL ou NMP/g) de Escherichia coli e indicacdo das amostras nas
quais foram isoladas Salmonella.

NMP de Escherichia coli

Fazenda A Fazenda B
Coletas Agua Sedimento Agua Sedimento

Viveiro Rio Viveiro | Rio | Viveiro Rio Viveiro | Rio
1 2x10° <1,8 <30 <30 <18 2x10° 36 <30
2 2x10%*  1,8x10° 9,2 30 7,8x10*  2x10° 9,2 23*
3 7,8x10  4,5x10* 3,6 <3,0 33x10 22x10 3,0 9,2
4 14x10 11x10 23 36 130x10° 110x10 43 23
5 7,8x10 33x10 15 <3,0 4,5x10* 13x10* 43 23
6 11x10 33x10 3,6 3,6 11x10 23x10 7,4 75
7 - 11x10 3,6 <30 6,8x10 6,8x10* <3,0 <3,0*
8 33x10 7,8x10 23 23 7,8x10 2x10 11x10 <3,0
9 2x10 4,5x10 3,6 9,2 - 11x10 3,6 9,2
10 2x10 21x10 <3,0 <3,0 11x10 4,5x10 15 <3,0
11 2x10 11x10 <3,0 3,6 2x10 23x10 3,6 <3,0*
12 2x10 13x10 <3,0 <3,0 2x10 6,8x10 23 <3,0*
13 <1,8 <1,8 <3,0 <3,0 4,5x10 <1,8 460x10 <3,0
14 <1,8 4,5x10 <3,0 <3,0 13x10 2x10 3,6 <3,0
15 <1,8 <1,8 <3,0 <3,0 2x10 11x10 93 3,6*

- ndo houve coleta; * amostras com isolamento de Salmonella.

Menezes (2011), estudando a colimetria em quatro estuérios do Ceara associados

a atividade de carcinicultura, verificou que nenhum dos valores de coliformes termotolerantes

mencionados excedeu o limite proposto pela legislagdo vigente, corroborando com 0s

resultados para Escherichia coli encontrados na presente pesquisa.

Em pesquisa realizada por Bhaskar et al. (1995) em fazendas de camaréo, na

india, as amostras de a4gua dos viveiros de cultivo apresentaram contagens de CT, CF e EC de

1,6, 0,23 e 0,03/mL, respectivamente. Na presente pesquisa, os resultados encontrados foram

superiores aqueles obtidos pelos autores anteriormente citados. Segundo eles, o baixo nivel de

coliformes encontrados nas amostras de agua pode ser atribuido ao fato de que nas fazendas

de cultivo de camar&o, normalmente, ocorrem trocas continuas da agua.
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A legislacdo vigente ndo estabelece limites para bactérias indicadoras de
contaminacdo no sedimento de ambientes aquaticos. Entretanto, ja foi estabelecida a potencial
influéncia da presenca de bactérias fecais no sedimento sobre os niveis dessas bactérias na
coluna d’&gua e a relagdo entre a carga bacteriana, o sedimento e a coluna d’agua. Gerba e
Mcleod (1976) afirmam que os coliformes totais, coliformes fecais e Salmonella tendem a se
concentrar mais no sedimento do que em aguas superficiais poluidas. Outros autores ressaltam
que a quantidade de Salmonella, coliformes totais, coliformes termotolerantes e enterococos
encontrados no sedimento é bem menor do que na coluna d agua (CRUMP; ARMBRUST;
BAROSS, 1999; BERTHE, et al., 2008).

Brands et al. (2005) estudando a prevaléncia de Salmonella spp. em ostras
coletadas na Costa Oeste, Leste e na Costa do Golfo, nos Estados Unidos, ndo encontraram
uma relagdo do NMP de coliformes termotolerantes com o nimero de isolados de Salmonella.
Da mesma forma, Dalsgaard et al. (1995) apesar de terem detectado altos indices de
coliformes totais e termotolerantes em dezesseis fazendas de cultivo de peneideos localizadas
na Tailandia, ndo confirmaram Salmonella em nenhuma amostra de agua, sedimento e
camardo coletada.

Constata-se, ao analisar os niveis de bactérias fecais e a freqliéncia de isolamento
de Salmonella nas amostras, que, a presenca dessa bactéria ndo esteve linearmente
correlacionada com a densidade estimada de E. coli. Essa correlacdo fraca entre os parametros
foi comprovada através da aplicacdo de um teste de coeficiente de correlagdo (Pearson) entre
os valores de NMP de E. coli nas amostras ambientais e o correspondente isolamento de
Salmonella. Os coeficientes obtidos foram: r = 0,27 (E. coli agua x sedimento), r = 0,06 (E.
coli x Salmonella na &gua) e r = -0,08 (E. coli x Salmonella no sedimento).

Bhaskar et al. (1998) observaram uma baixa correlacdo entre o ndmero de
organismos indicadores (coliformes) e a incidéncia de Salmonella, Vibrio e Listeria
monocytogenes ao estudarem camardo cultivado. Por outro lado, Martins et al. (1988)
relataram que, ao examinar amostras de agua doce verificaram uma relagdo praticamente
linear entre o isolamento de salmonelas e dos NMP de CT e CF.

Das 265 cepas suspeitas de E. coli, 50 (18,9%) foram confirmadas. O baixo
isolamento pode estar relacionado com a utilizagdo do Lauril-MUG como meio seletivo para
E. coli (SCHETS; MEDEMA; HAVELAAR, 1993; GRIFFITH et al., 2006).

Parente et al. (2011) trabalhando com bactérias entéricas presentes em amostras
de 4gua e camardo marinho Litopenaeus vannamei oriundos de fazendas de cultivo no Estado

do Ceard, Brasil, encontraram resultados semelhantes aos da presente pesquisa.
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Visando avaliar a relacdo entre a estimativa do numero de E. coli nas amostras
ambientais e o isolamento de Salmonella foi estabelecido o valor de 10 NMP/100 mL para E.
coli como limite para comparagdo entre as frequéncias de isolamento de Salmonella das

mesmas amostras (Tabela 7).

Tabela 7 - Comparacdo entre a presenca de Salmonella, sorovares predominantes e o isolamento de E.coli
(NMP=10), nas amostras de &gua das duas areas de cultivo de camardo marinho aclimatado.

Fontes E.coli (NMP > 10) Salmonella Sorovares de Salmonella

A S A S A S

Fazenda A

Viveiro 11 0 1 4 3 5

Rio 12 0 1 > 3 5

Fazenda B

Viveiro 13 0 1 7 3 5

Rio 14 5 2 6 6 15

A: agua, S: sedimento.

N&o houve relacdo entre 0 numero de E. coli e o isolamento de sorovares de
Salmonella nas amostras ambientais. A maioria das amostras de agua apresentou valores
estimados de E. coli maiores que 10/100 mL, e o isolamento de Salmonella foi relativamente
baixo. Nas amostras de sedimento todos os valores de E. coli ficaram abaixo de 10/g e o0s
isolamentos de Salmonella foram mais frequentes.

A presenca de Salmonella em sedimentos ja foi descrita por Carvalho et al. (2009)
em duas fazendas de cultivo no litoral leste e oeste de Fortaleza, Ceara. Parente et al. (2011) e
Figueirédo (2008) também encontraram Salmonella em amostras de 4gua e de camardo no
litoral leste e oeste de Fortaleza, Ceara.

Ainda neste sentido, alguns autores pesquisaram Salmonella em outras fontes
ambientais estuarinas. Farias et al. (2010) detectaram essa bactéria em amostras do molusco
bivalve Tagelus plebeius coletadas no estuario do rio Ceard. Resultados semelhantes foram
encontrados por Silva et al. (2003) ao investigar Salmonella em ostras da espécie Crassostrea
rhizophorae no estuario do rio Cocé em Fortaleza, Ceara.

A presenca de coliformes termotolerantes e Salmonella em alimentos destinados
ao consumo humano pode estar relacionada as mas condicdes higiénico-sanitarias em alguma
etapa do processamento (FRANCO; LANDGRAF, 2003; WEBSTER et al., 2004).

Entretanto, a aplicagdo das boas praticas de manipulacdo e de armazenamentoseria a melhor
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conduta para controlar a qualidade do produto retardando as rea¢des bioquimicas e a atividade
microbiana indesejaveis (BEATO, 2002).

4.3 Suscetibilidade das cepas de Escherichia coli aos antimicrobianos

Os resultados referentes ao perfil de susceptibilidade antimicrobiana das cepas de
E. coli isoladas de amostras ambientais estdo dispostos no Grafico 1. Pode-se observar que E.
coli apresentou resisténcia aos antimicrobianos AMP (8%), OTC (14%) e a TET (14%) entre

0s dez testados.

Gréfico 1 - Percentual de suscetibilidade a diferentes antimicrobianos de 50 estirpes de Escherichia coli isoladas
de amostras ambientais de agua e sedimento dos viveiros e do rio Jaguaribe abastecedor das fazendas A e B.
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ClIP-ciprofloxacina; GEN-gentamicina; NAL-acido nalidixico; OTC-oxitetraciclina; AMP-ampicilina; TET-
tetraciclina; NIT-nitrofurantoina; CLO-cloranfenicol; CFL-cefalotina; FLF-florfenicol. S-sensivel; R-Resistente;
I-Intermediario.

Tao et al. (2010) analisando resisténcia a antimicrobianos e genes de resisténcia a
tetraciclina em espécies bacterianas da familia das Enterobacteriaceae, isoladas do rio Pérola,
no sul da China, encontraram resisténcia em 100% os isolados nos diferentes locais de coleta
das amostras, sendo: de 11 a 100% para a ampicilina, de 0 a 62% para trimetoprim —
sulfametoxazol, de 0 a 62% para trimetoprim, de 0 a 58% para tetraciclina de 0 a 43% para
cloranfenicol, de 0 a 25% para ciprofloxacina, e de 0 a 21% para levofloxacina.

Vieira et al. (2010) pesquisando a susceptibilidade aos antimicrobianos de cepas
de E. coli isoladas de camardo e de ambientes de carcinicultura encontraram 33% dos isolados
resistentes a tetraciclina. O percentual de bacterias resistentes detectado pelos autores foi mais

alto do que os encontrados nesta pesquisa.
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Schlusener e Bester (2006) ressaltam que os antimicrobianos ndo séo absorvidos
em sua totalidade pelos humanos e animais, sendo excretados de forma inalterada nas fezes e
urina para o ambiente atraves de esgoto, hospital, &guas residuais e residuos de animais. Esse
uso difundido de antimicrobianos na medicina e na criagdo de animais foi um fator importante
para o surgimento da resisténcia (MCDONALD et al., 1987; WITTE, 1998; ADAM, 2002;
SARMAH; MEYER; BOXALL, 2006).

No teste de antibiograma foi observada resisténcia em dezesseis (32%) isolados.
Apos a cura dos plasmideos foi verificado que a maioria das cepas possuia o fendtipo de
origem plasmidial, isto é, a resisténcia foi perdida apos a exposi¢do a um agente curagénico.
Apenas quatros cepas, duas isoladas do sedimento do viveiro da fazenda A (E4 e E5) e outras
duas do sedimento do rio da fazenda B (E23 e E24), ndo perderam a resisténcia a TET apés a
cura, 0 que caracteriza um genotipo, provavelmente, de origem cromossémica ou relacionada
a elementos genéticos moveis inseridos no cromossomo (Tabela 8).

A presenca de bactérias ambientais com perfis de multirresisténcia é preocupante,
uma vez que, a presenca de plasmideos- R colabora na transmissdo e disseminacdo da
resisténcia entre bactérias patogénicas (ZULKIFLI et al., 2009), o que ndo é muito discutido e
nem conhecido pelos carcinicultores. Os efeitos da resisténcia antimicrobiana para o
ecossistema aquatico permanecem desconhecidos (CRANE; WATTS; BOUCARD, 2006).
Um conceito que deve ficar claro é que o antimicrobiano ndo induz a resisténcia e sim atua
como um selecionador dos microrganismos mais resistentes em numa populacdo bacteriana
(TRABULSI; ALTERTHUM, 2008).

O comportamento de cepas com resisténcia intermediaria é um fator que chama a
atencdo. No presente estudo, seis cepas (37,5%) apresentaram resisténcia intermediéria.
Krempels (2006) relata que esse é o perfil de organismos sensiveis, mas, potencialmente,
resistentes. Existem membros da populacdo bacteriana imunes aos efeitos dos farmacos
utilizados e outras que sdo sensiveis.

Van Essen-Zandbergen et al. (2007) ressaltam que genes de resisténcia a
antimicrobianos encontrados em isolados de Escherichia coli podem ser horizontalmente
transferidos para agentes patogénicos, tais como Salmonella, representando um risco para a

salde publica.
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Tabela 8- Perfil de susceptibilidade a antimicrobianos entre as cepas de Escherichia coli isoladas de amostras

ambientais dos viveiros das fazendas A e B e do rio Jaguaribe abastecedor das fazendas.

Perfil de resisténcia
Origem Fonte Amostra | Isolados Antes cura Depois cura
R | R
Agua E 34 TET - -
Viveiro _ E4 OTC, TET - OTC,TET
Sedimento

Fazenda A ES5 OTC, TET - TET

_ Agua E6 AMP - -
Rio
E7 AMP - -
E 16 AMP, OTC, TET NAL -
E1l7 OTC, TET - -
o Agua E 18 AMP - -
Viveiro

E 62 - oTC -
E 63 - oTC -
Fazenda B Sedimento E 64 - oTC -
E 59 oTC - -
Agua E 60 - oTC -
Rio E61 - oTC -

_ E 23 OTC, TET - TET

Sedimento
E 24 OTC, TET - TET

R- resistente;1- intermediéario.

Os valores de CIM e CBM para as cepas E5 e E6 da fazenda A foram de 32
pg/mL e de > 128 pg/mL, respectivamente para TET e para OTC. Foram observados 0s
mesmos valores de CIM e CBM para TET e OTC para as cepas E23, E60 e E62 da fazenda B
(Tabela 9).

Valores elevados de CIM para antimicrobianos com uso rotineiro como
promotores de crescimento em animais terrestres e aquaticos tém sido citados na literatura.
Por exemplo, um estudo conduzido por Baccaro et al. (2002) com amostras de E. coli isoladas
de fezes de leitdes, provenientes de 12 granjas da regido sudoeste do Estado de Sao Paulo,
revelarou um CIM para oxitetraciclina >32 mg/L, diferente daquele encontrado nas amostras

ambientais de E.coli (Tabela 9).
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Da mesma forma, Pereira Junior et al. (2006) ao avaliarem o perfil de
sensibilidade de cepas de Aeromonas hydrophila, oriundas de pescados de diferentes
localidades de cultivo, encontraram resisténcia 8 OTC com valores de CIM entre 100 e 800
mg/L. Outros autores também constataram um alto nivel de resisténcia a TET (>256 pg/mL)
para cinco de 33 cepas de E. coli isoladas do solo de fazenda de gado leiteiro (JONES et al.,
2011).

Tabela 9 — Concentragdo inibitéria minima (CIM) e concentracdo bactericida minima (CBM) de antibi6ticos
contra bactérias Escherichia coli isoladas de amostras ambientais de viveiros das fazendas A e B e do rio
Jaguaribe abastecedor das fazendas

Concentracdo dos antimicrobianos (ug/mL)
Localizacéo Amostras Cepas TET oTC
CIM CBM CIM CBM
) o E5 32 >128 32 >128
Fazenda A Sedimento do viveiro
E6 32 >128 32 >128
) _ E23 128 >128 128 >128
Sedimento do rio
Fazenda B E6O 128 >128 128 >128
Agua do viveiro E62 128 >128 128 >128

4.4 Deteccao de estirpes de Salmonella spp. em amostras ambientais de viveiro de cultivo
e do rio abastecedor das fazendas Ae B

Das 186 estirpes suspeitas de Salmonella spp. 30 (16,13%) foram confirmadas
como pertencentes ao género Salmonella, resultando na identificacdo de cinco diferentes
sorovares: S. sor. Saintpaul (3), S. sor. Infantis (6), S. sor. Panama (3), S. sor. Madelia (6), S.
sor. Braenderup (5), S. enterica subsp. houtenae (6) e S. enterica subsp. enterica (2) (Tabela
10).

Ribeiro et al. (2010) ao analisarem amostras de peixes provenientes da estagdo de
aquicultura na cidade do Rio de Janeiro encontraram 0s seguintes sorovares (S. sor. Infantis,
S. sor. Madelia e S. sor. Saintpaul), corroborando com os resultados desta pesquisa.
Diferentemente, Farias et al. (2010) trabalhando com amostras de molusco bilvave Tagelus
plebeius, coletadas no estuario do rio Ceara, identificaram: S. sor. Bredeney, S. sor. London e
S. sor. Muenchen.

A maior freqiiéncia de Salmonella ocorreu na Fazenda B com 24 isolados (Tabela

10), representando 80% do total de estirpes identificadas.
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Tabela 10 — Estirpes de Salmonella spp. detectadas em amostras de agua e sedimento de viveiros das fazendas
A e B e do Rio Jaguaribe, abastecedor das fazendas.

Origem Fonte | Amostra Cepas Sorovares identificados
o Agua Sal S. sor. Saintpaul
Viveiro )
Sedimento - -
Sa2 S. sor. Saintpaul
Fazenda A ’ Sa3 S:sor.hﬂadeﬁa
Rio Agua Sad S. enterica subsp. Houtenae
Sa5 S. enterica subsp. Houtenae
Sab S. enterica subsp. Houtenae
Sedimento - -
Sa8 S. sor. Infantis
Viveir Agua Sa9 S. sor. Panama
Sal0 S. sor. Infantis
Sedimento - -
Sall S. sor. Panama
Sal2 S. sor. Panama
i Sal3 S. sor Madelia
Agua .
Sal4 S. sor Madelia
Sal5 S. sor. Madelia
Sal6 S. sor. Madelia
Ss17 S. sor. Braenderup
Ss18 S. sor. Braenderup
Fazenda B Ss19 S. sor. Braenderup
Ss20 S. sor. Braenderup
Rio Ss21 S. sor. Braenderup
Ss22 S. enterica subsp. Entérica
Ss23 S. enterica subsp. Entérica
Sedimento Ss24 S. sor. Infantis
Ss25 S. sor. Infantis
Ss26 S. sor. Infantis
Ss27 S. enterica subsp. Houtenae
Ss28 S. enterica subsp. Houtenae
Ss29 S. sor. Infantis
Ss30 S. sor. Madelia

Ss31

S. sor. Madelia
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Corroborando com a presente investigacdo, salienta-se a deteccdo de Salmonella
em ambientes de fazendas de cultivo em areas costeiras e em aguas dos rios da Regido
Nordeste (CARVALHO et al., 2009; FIGUEIREDO et al., 2005; PARENTE et al., 2011).
Sua presenca esta relacionada, provavelmente, a despejos de efluentes sanitarios sem
tratamento, em corpos aquaticos.

Em pesquisa realizada por Carvalho et al. (2009) foram detectadas cepas de
Salmonella na agua, sedimento e camardo em duas fazendas de cultivo no litoral leste e oeste
de Fortaleza, Ceard. A presenca deste patdbgeno em areas de cultivo e nos organismos
cultivados é de interesse para a saude publica, uma vez que a legislacdo impde auséncia em 25
g de amostra de qualquer alimento (BRASIL, 2001) e a bactéria, uma vez na agua, podera
colonizar os camardes cultivados gerando um produto de méa qualidade com péssima
repercussao no mercado.

Bhaskar et al. (1995) analisando ambientes de cultivo e camardes cultivados na
india encontraram Salmonella em todas as amostras estudadas. Os autores ndo relacionam a
presenca com bactérias indicadoras de contaminacdo fecal, pois as salmonelas estdo presentes
na microbiota autoctone destes ambientes. Segundo Reilly, Twiddy e Fuchs (1992), a maior
fonte de Salmonella no sedimento das fazendas de cultivo de camardo se deve ao uso de
esterco ndo tratado na fertilizacdo dos viveiros, uma pratica ndo utilizada nos cultivos no
Brasil. Segundo Brito, Costa e Oliveira (2006), os principais fertilizantes utilizados nos
viveiros de criacdo de organismos aquaticos no Nordeste do Brasil sdo uréia e superfosfato
triplo. Outros fertilizantes também sdo empregados, tais como: nitratos, fosfatos e sulfatos.
Portanto, quando se detecta Salmonella nos cultivos no Brasil, supde-se que seja pelo aporte
de esgotos e/ou pela presenca de animais soltos no ambiente. Pode-se atribuir também a fonte
alimentadora das fazendas uma vez que, Carvalho et al. (2009) estudando outra fazenda
abastecida também pelo Rio Jaguaribe, detectaram 14 cepas de Salmonella em amostras de
agua e sedimento de viveiro. Para Bhaskar et al. (1995), a detec¢do desse microrganismo em
amostras de sedimento é dada pela sua estratégia de sobrevivéncia no substrato, podendo,
posteriormente, ser transferida para a agua e para 0 camarao.

As salmoneloses ocupam uma das posi¢cdes mais destacadas no campo de saude
publica em todo mundo, destacando-se por suas caracteristicas de endemicidade, morbidade e,
em particular, pela dificuldade de seu controle. Toda essa consequéncia decorre dos multiplos
parametros epidemiologicos envolvidos, circunstanciados, principalmente pelas inumeras
fontes de infecgdo e vias de transmisséo presentes no ciclo (HOFER; SILVA; REIS 1998).

Nos Estados Unidos ha uma estimativa de que ocorram 1,4 milhdo de casos de

salmoneloses a cada ano, sendo que 0s surtos epidémicos, em sua maioria, estdo associados ao
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sorovar S. Enteritidis, sendo leite, carnes e ovos de galinha, os principais veiculos de
transmissdo (BRADEN, 2006).

Bangtrakulnonth et al. (2004) trabalharam com 44.087 cepas de Salmonella
isoladas de humanos e 26.148 de frangos, frutos do mar, outros produtos alimentares e agua,
na Tailandia, por 10 anos (entre 1993-2002). Os autores relataram que de 1.007 estirpes de
Salmonella isoladas de frutos do mar, o sorovar mais comum foi S. sor. Weltevreden, ndo
isolado na presente pesquisa. Da mesma maneira, 0S sorovares mais comuns nas 984 amostras
de agua na Tailandia foram: S. sor. Weltevreden, S. sor. Anatum, S. sor. Rissen e S. sor.
Derby. Todos o0s sorovares pertenciam a espécie Salmonella enterica. Apesar de ndo ter
havido coincidéncia no isolamento dos sorovares encontrados naquele pais oriental com 0s
encontrados no Ceara, todos os isolados sdo patogénicos ao homem e estdo relacionados a
gastrenterite humana. Os autores reforgaram a importancia do conhecimento da ocorréncia e
da epidemiologia de diferentes sorovares em diferentes paises.

No Brasil, entre os anos de 2000 a 2008, foram registrados, oficialmente, quinze
surtos de origem alimentar: oito na Bahia, trés em Sdo Paulo, um no Amazonas, um no
Maranhdo, um em Sergipe e um no Rio Grande do Sul. Nesses surtos, em 64% dos casos a
contaminagdo ocorreu através da agua, 14% por ingestdo de sanduiches contaminados, 7%
pelo consumo de maionese, 7% por maltiplos alimentos e 7% pela ingestdo de ostras cruas
(BRASIL, 2009). Além dessas fontes alimentares, a possibilidade de contaminacdo humana
pelo consumo dos camard@es traz prejuizo econdmico para atividade gerado pela limitagcdo na
comercializa¢do do produto no exterior, onde a isencdo ou a minimizacao desse patdgeno nos
sistemas produtivos e de transformacao sdo exigéncias do mercado internacional.

Segundo a Secretaria de Vigilancia em Salde, ocorreram 1275 surtos de
Salmonella no periodo de 1999 — 2008, correspondendo a 42,9 % do total de surtos de DTA

no pais.

4.4.1 Suscetibilidade das cepas de Salmonella aos antimicrobianos

Os agentes antimicrobianos sdo utilizados na profilaxia e tratamento de infecgdes
em aquicultura. Todavia, a administracdo indiscriminada e abusiva desses farmacos em
cultivo de organismos marinhos pode acarretar alteragbes na microbiota gerando o
desenvolvimento de estirpes resistentes, devido a troca de plasmideos-R (AKINBOWALE;
PENG; BARTON, 2006).
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No grafico 2 estdo expostos os resultados da susceptibilidade/resisténcia das
estirpes de Salmonella isoladas de amostras ambientais (dgua, sedimento dos viveiros e do
Rio Jaguaribe) de cultivo de camardo marinho adaptado para agua doce.

Das 30 estirpes de Salmonella analisadas, 5 (16,7%) apresentaram resisténcia a
mais de um agente antimicrobiano. Os antimicrobianos CIP, GEN, NAL e CLO se mostraram
100% eficazes contra as estirpes testadas (Gréafico 2). Os farmacos NIT, AMP, OTC e TET
mostraram uma eficiéncia variando de 84 a 90% contra as estirpes testadas. Mesmo o0 pequeno
percentual de resisténcia apresentado € preocupante, uma vez que essas drogas Sdo

amplamente utilizadas na pratica médica.

Gréfico 2- Percentual de suscetibilidade a diferentes antimicrobianos de 30 estirpes de Salmonella spp. isoladas
de amostras ambientais de agua e sedimento dos viveiros e do rio Jaguaribe abastecedor das fazendas A e B.
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CIP-ciprofloxacina; GEN-gentamicina; NAL-acido nalidixico; OTC-oxitetraciclina; AMP-ampicilina; TET-
tetraciclina; NIT-nitrofurantoina; CLO-cloranfenicol; CFL-cefalotina; FLF-florfenicol. S-sensivel; R-Resistente.

Resultados semelhantes foram encontrados por Broughton e Walker (2009), ao
analisarem a susceptibilidade a antimicrobianos de estirpes de Salmonella isoladas de peixes
comercializados em mercados na cidade Guangdong, na China. Os autores observaram que 0s
maiores percentuais de sensibilidade foram relacionados aos seguintes agentes
antimicrobianos: CIP, GEN, NAL e CLO (100%, 80%, 60% e 80%, respectivamente). Em
contrapartida, Zhang, Li e Sun (2011), analisando a resisténcia de 217 isolados de bactérias
heterotréficas provenientes de cultivos de camardo de Donghai Island, China, encontraram
resisténcia bacteriana entre 10% e 30% para os farmacos CIP, GEN, NAL e CLO. Os autores
relataram a necessidade de um monitoramento frente as drogas antimicrobianas empregadas

na carcinicultura e a necessidade de criacdo de uma regulamentagdo sobre o uso dessas drogas
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nos cultivos, o que diminuiria os riscos de residuos desses farmacos para o ambiente
circundante.

Holmstrom et al. (2003) relataram que nas fazendas de camardo na Tailandia é
utilizado um grande nimero de agentes antimicrobianos. Para os autores, o equilibrio
ambiental e a sadde humana podem ser afetados pelo uso abusivo dessas drogas na
aquicultura. Para Yang et al. (2010), as salmoneloses causadas pela ingestdo de alimentos
podem ter seu tratamento prejudicado devido ao uso de agentes antimicrobianos como
promotor de crescimento dos animais cultivados o que favorece ao surgimento de cepas com
perfil de multirresisténcia.

Hatha, Magbool e Kumar (2005) afirmam que os antimicrobianos pertencentes ao
grupo das tetraciclinas sdo amplamente utilizados para tratar e prevenir enfermidades na
aquicultura, porém, tem-se observado maior frequéncia de isolamento de bactérias resistentes
a essa droga, oriundas do ambiente aquicola.

Os antimicrobianos oxitetraciclina, tetraciclina e cloranfenicol sdo largamente
utilizados na prética veterinaria como aditivos da alimentacdo para promover o crescimento
devido ao seu amplo espectro de acdo contra bactérias e o seu baixo custo (WANG et al.,
2008).

Na presente pesquisa nenhuma cepa foi resistente o cloranfenicol. Possivel
antimicrobiano proibido em alimentos pela comunidade européia (MENDES et al., 2004) e
pelo Brasil (MAPA-BRASIL, 2003). Segundo Rahamn et al. (2010), o motivo principal de
proibicdo é o sério risco para a satde humana, inclusive relacionado ao surgimento do quadro
de aplasia medular

No Brasil ndo existe permissdo para o uso de antibidticos na carcinicultura
embora a Instrugdo Normativa N® 42 do Ministério da Agricultura, Pecudria e Abastecimento
-MAPA (BRASIL, 1999) recomende como medida profilatica tetraciclina, eritromicina e
oxitetraciclina contra o agente da necrose hepatopancreatica (NPH), bem como nas doengas
determinadas por bactérias psicrofilas e nas septicemias hemorragicas causadas por
Pseudomonas sp, Edwarsiella sp e Aeromonas spp em peixes.

Oxitetraciclina € uma droga amplamente usada no tratamento de doencas
bacterianas em pescado marinho e a dose recomendada para tratamento € de 5 a 10 vezes
maior do que as comumente usadas nas praticas médicas (LUNESTADT; GOKSOYR, 1990).
Inevitavelmente, a maior parte termina no meio ambiente, especialmente no sedimento das
fazendas de aquicultura. As tetraciclinas e oxitetraciclinas possuem sitios de ligagdo para ions
de metal, principalmente magnésio e calcio (LAMBS; BRION; BERTHON, 1984). A

interferéncia desses ions ja foi relacionada com a redugdo da atividade bioldgica das
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tetraciclinas em ambientes marinhos (REBOUCAS et al., 2011). Embora o cultivo analisado
neste trabalho em ambiente de agua doce, as a4guas do Rio Jaguaribe (o rio do estudo) séo
classificadas como moderadamente duras, por apresentarem niveis elevados de ions de célcio
e magnésio (BRASIL, 2008). Portanto, essa caracteristica de dureza da agua é um fator
potencial de interferéncia na acdo dos antimicrobianos da classe das tetraciclinas no ambiente
de cultivo dos camarfes em agua doce.

Akinbowale, Peng e Barton (2006) detectaram cepas resistentes a ampicilina, a
tetraciclina e a oxitetraciclina em isolados bacterianos de organismos aquaticos e cultivados
de ambiente originarios da aquicultura nos Estados Unidos, Dinamarca, Noruega, Reino
Unido e Canada.

Ribeiro et al. (2010) em estudo recente no Brasil, relataram um indice de
resisténcia a antimicrobianos de 15,1% em salmonelas isoladas de um sistema de aquicultura.
Os sorovares encontrados, S. sor. Mbandaka e S. sor. Agona foram resistentes a tetraciclina; S.
sor. Albany a trimetoprim-sulfametoxazol e S. sor. London a cloranfenicol.

Vieira et al. (2010) pesquisando a susceptibilidade aos antimicrobianos em
Escherichia coli isoladas de camardo e de ambientes de carcinicultura encontraram cerca de
33,3% dos isolados, resistentes a TET. O percentual de bactérias resistentes detectado pelos
autores foi mais alto do que o encontrado nesta pesquisa.

Melo et al. (2011) estudando o perfil de susceptibilidade a antimicrobianos de
cepas de Vibrio parahaemolyticus isoladas de amostras frescas e refrigeradas de Litopenaeus
vannamei coletados nos supermercados em Natal, Rio Grande do Norte, Brasil, também
encontraram cepas resistente a AMP, corroborando com esta pesquisa.

Para Silva e Duarte (2002), existe um consenso em diversos paises de que 0 uso
indiscriminado de antibidticos na producdo animal tem sido uma das causas do aumento da
resisténcia microbiana.

Na leitura dos resultados do antibiograma uma estirpe (Sal2a), apresentando
crescimento dentro dos halos de sensibilidade a tetraciclina e a oxitetraciclina. Um isolamento
e testes posteriores confirmaram que ndo se tratava de contaminagdo por outro
microrganismo, mas da mesma bactéria caracterizando uma subpopulacdo da cultura com
fenOtipo de resisténcia codificado como Sal2a. Segundo Manjusha et al. (2005), o
monitoramento da incidéncia da mdltipla resisténcia aos antibidticos em bactérias isoladas de
ambientes aquaticos € de grande importancia a fim de se ampliar os conhecimentos acerca da
microbiota, da utilizacdo de drogas e seus efeitos sobre a terapia em camardo, bem como em

doengas humanas.
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Tabela 11- Perfil de resisténcia a antimicrobianos entre as estirpes de Salmonella spp. isoladas de amostras

ambientais de agua e sedimento dos viveiros das fazendas A e B e do rio Jaguaribe abastecedor das fazendas.

Localizacéo

Fonte

Cepas

Perfil de resisténcia

IRA

MAR

Fazenda A

Viveiro

Rio

Fazenda B

Viveiro

Rio

Sal
Sa2
Sa3
Sad
Sab
Sa6
Sa8
Sa9
Sal0
Sall
Sal?
Sal2a*
Sal3
Sal4
Sal5
Sal6
Ss17
Ss18
Ss19
Ss20
Ss21
Ss22
Ss23
Ss24
Ss25
Ss26
Ss27
Ss28
Ss29
Ss30
Ss31

TET, OTC

TET, OTC

AMP, NIT, OTC, TET
AMP, NIT, OTC, TET
AMP, NIT, OTC, TET

MRA: Multipla resisténcia a antimicrobianos; IRA: indice de resisténcia a antimicrobianos; A: amostra de 4gua;
S: amostra de sedimento; S12a*: subpopulacéo.

Nesse sentido, Cabello (2006) afirma que drogas residuais permanecendo no

sedimento, exercem pressao seletiva, alterando a composicdo da microbiota, selecionando

bactérias resistentes aos antibioticos.

Segundo Yates et al. (2004), os genes de resisténcia sdo comumente transferidos

por plasmideos, transposons, genes cassetes ou outros elementos genéticos mdveis,

permitindo que essa passagem horizontal ocorra entre linhagens, espécies e varios géneros.
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O indice de resisténcia a antimicrobianos (IRA) das amostras variou de 0,008 a
0,016 sugerindo que as amostras bacterianas podem representar um risco para a disseminacéo
de genes de resisténcia. O indice de multipla resisténcia (MRA) nas cepas foi de 0,37. O valor
encontrado permite supor que a multirresisténcia entre bactérias pode estar relacionada com a
disseminacdo de elementos genéticos mdveis ou com a selecdo de amostras mutantes.
Carvalho et al. (2009) também encontraram em cepas de Salmonella, isoladas de agua e
sedimentos de camardo marinho cultivado em fazendas de Aracati e Coreau (CE), MRA para
tetraciclina e &cido nalidixico, de 0,29 a 0,43, concordando com os dados apresentados nesta
pesquisa.

Na Tabela 12 encontram-se os valores da concentracdo inibitoria minima (CIM) e
concentracdo bactericida minima (CBM) dos antimicrobianos (tetraciclina, oxitetraciclina,
ampicilina e nitrofurantoina) para os quais as estirpes de Salmonella se mostraram resistentes.
O Unico isolado da fazenda A (cepa Sa3 - S. sor. Madelia) apresentou o mesmo valor de CIM
para TET e OTC, por outro lado, a CBM da TET foi superior ada OTC.

Tabela 12 - Concentracdo inibitoria minima (CIM) e concentracdo bactericida minima (CBM) de antibiéticos das
Salmonella spp. isoladas de amostras ambientais de agua e sedimento de viveiros das fazendas A e B e do rio
Jaguaribe abastecedor das fazendas.

Concentragdo dos antimicrobianos (ug/mL)

Localizacdo | Amostras | Cepas TET oTC AMP NIT
CiM | CBM |CIM |CBM | CIM |CBM | CIM CBM
Fazenda A Rio Sa3 64 256 64 128 X X X X
Sall 64 64 64 64 640 >640 X X
Salza* | 64 256 128 1.024 X X X X

Fazenda B Rio Sal6 128 256 64 512 >640 >640 6.400 >12.800
Ss17 64 256 64 512 >640 >640 6.400 >12.800
Ss18 64 256 64 512 >640 >640 12.800 >12.800

TET: tetraciclina; OTC: oxitetraciclina; AMP: ampicilina; NIT: nitrofurantoina; *subpopulacdo; x: sem
resisténcia.

Ao contrario dos dados apresentados acima Reboucas et al. (2011) trabalhando
com amostras de camar@es marinho e agua das fazendas de carcinicultura abastecidas pelo o
mesmo rio detectaram cepas de Vibrio resistentes a oxitetraciclina com valores de CIM
variando de 434 a 698 pg/mL. A resisténcia a esse antimicrobiano se faz notar em grupos

bacterianos distintos, embora a assimilacdo de cada um seja diferente. O importante é que
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familias bacterianas autdctones e aldctones sofrem 0 mesmo prejuizo e a mesma pressdo
seletiva do ambiente.

Foram observados os mesmos valores de CIM e CBM para TET e OTC na cepa
Sall. Quando testado o antimicrobiano AMP, verificou-se que o0 CBM foi semelhante o CIM.

O isolado Sal2 (S. sor. Panama) foi sensivel a todos os antimicrobianos testados,
mas apresentou uma subpopulagéo (Sal2*) resistente a TET e a OTC, com valores de CIM no
intervalo de 32 a 64 ng/mL e de 64 a 128 pg/mL, respectivamente. Os valores da CBM para
TET e OTC foram de 256 pug/mL e 1.024 pg/mL, respectivamente.

Coincidindo com os resultados da presente pesquisa, Li et al. (2010), analisando a
resisténcia a TET, OTC e AMP de bactérias ambientais oriundas da agua do rio Xiao na
China, obtiveram valores de CIM: 128 pg/mL; 256 ng/mL e 256 pg/mL, respectivamente.
Esses resultados sugerem que a prevaléncia da resisténcia e 0s niveis de antimicrobianos
encontrados em ecossistemas aquaticos podem favorecer o surgimento de estirpes resistentes
devido a seletividade sofrida por estes microrganismos nos ambientes hostis. Em
contrapartida, Madukosiri, Edike e Ghandi (2009) encontraram valores inferiores de CIM para
TET ¢ AMP (2 pg/mL) em 35 isolados de S. sor. Typhi provenientes de amostras fecais de
pacientes do Hospital Federal Medical Centre em Yenagoa na Nigéria. Os autores afirmam
que, apesar dos valores terem sido baixos € necessario 0 monitoramento de cepas com perfis
de resisténcia.

O aumento de cepas resistentes a antimicrobianos de uso rotineiro na clinica
humana é um problema de salde publica sendo importante a utilizacdo dos testes de
sensibilidade antes do tratamento. Técnicas de difusdo em disco e a utilizacdo de CIM e CBM
sdo comumente usadas para testar a eficiéncia dos antimicrobianos contra 0s microrganismos
(NESTER et al., 2004).

Os isolados de S. sor. Braenderup (Sal6, Ss17 e Ss18) apresentaram valores
semelhantes de CIM e CBM para TET, OTC, AMP e NIT. O perfil coincidente entre estas
estirpes pode significar que os isolados, na verdade, sdo clones uma vez que compartilham a
mesma origem e o mesmo perfil de susceptibilidade.

Outro fato que merece destaque foi a deteccdo de estirpes de Salmonella
resistentes a oxitetraciclina, um antimicrobiano que é comumente utilizado em fazendas de
criacdo de camardo. De acordo com Mendes et al. (2004), o uso de algumas drogas &
permitido pelo Food and Drugs Administration (FDA) em atividades de aquicultura, sendo o
oxitetraciclina recomendado para terapia de doencas bacterianas em “’catfish’’ e salmao, no

entanto, nenhuma alusdo é feita da sua utilizacdo em fazendas de camardes.
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Segundo Pereira Junior et al. (2006), o uso de OTC (familia das tetraciclinas) no
Brasil € comum em pisciculturas comerciais para o controle de doencas bacterianas e como
medida profilatica. Seu uso continuo pode causar aumento na frequéncia de isolados
bacterianos resistente, dificultando os tratamentos futuros de salmoneloses humanas, elevando
0 risco na cadeia alimentar humana.

A Instrucdo Normativa N° 09, de 27 de junho de 2003, do Ministério da
Agricultura e Abastecimento proibe a fabricacdo, a manipulacdo, o fracionamento, a
comercializacdo, a importacdo e o uso dos principios ativos dos nitrofuranos para uso
veterinario e seu suscetivel emprego na alimentacdo de todos os animais e insetos, entretanto,
ainda hoje sdo encontradas bactérias, em sedimentos de fazendas de camardes, resistentes aos
antimicrobianos (MAPA-BRASIL, 2003).

Os nitrofuranos foram proibidos na China e em outros paises desde 1995, devido a
sua capacidade de mutagenicidade e de carcinogenicidade (CHANG et al., 2008). Em
trabalho realizado por Broughton e Walker (2010) na China foram detectadas trés cepas de
Salmonella resistentes a nitrofurantoina, consequentemente, o que levou 0s autores a
afirmarem que esse antimicrobiano ainda esta sendo utilizado.

A Comissdo Européia em 2008 revelou que, mesmo com a proibicdo dos
nitrofuranos, este foi encontrado em produtos originarios de nove paises no ano de 2007,
sendo que as maiores incidéncias foram nos produtos da India (37%), da China (37%), de
Bangladesh (10%) e da Tailandia (5%), incluindo camardo, mel e carne enlatada.

Para Blackwell, Kay e Boxall (2007), os antibiéticos podem atingir diretamente o
ambiente por meio das excrecBes dos animais e indiretamente pela aplicacdo de esterco
animal no solo.

Kemper (2008) ressalta que a quantidade de antibidticos excretada varia com o
tipo de substancia, dosagem, espécie e idade do animal, entre outros fatores. Segundo Sarmah,
Meyer e Boxall (2006), os ingredientes ativos administrados aos animais podem ser
integralmente eliminados sem sofrer qualquer metabolizacdo no trato digestivo. As
tetraciclinas e os macrolideos apresentam baixa taxa de metabolismo (< 20% da dose
administrada), enquanto as lincosamidas, as fluoroquinolonas e as sulfonamidas apresentam
taxa de metabolismo de moderada a elevada (>20 % da dose). Os aminoglicosideos tém
comportamento bastante varidvel (REGITANO; LEAL, 2010). Por outro lado, os nitrofuranos
sdo rapidamente metabolizados no organismo, deixando de ser detectaveis no sangue ou nos

tecidos dos animais pouco tempo apos sua administracdo de 2 a 4 dias, dependendo da dose.
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De acordo com Stepanauskas et al.; (2006), os residuos de antimicrobianos no
meio ambiente impdem pressdo seletiva sobre as populacdes de bactérias, o que resulta na
prevaléncia de bactérias resistentes.

Apos a verificagdo do perfil de susceptibilidade, foi observado que seis isolados
apresentaram mono e multirresisténcia. Ap0s o tratamento de “cura”, as cepas com carater de
monorresisténcia, mantiveram o mesmo perfil, indicando que, essa caracteristica pode ser
cromossdmica e duas cepas multirresistentes ndo sofreram alteracbes no seu perfil apos a
exposicao ao agente curagénico. Porém, uma cepa (16,7%) a (Ss18) isolada do sedimento do
rio da fazenda B perdeu a resisténcia @a AMP e a NIT ap0s a cura, caracterizando um fenotipo
plasmidial. Da mesma forma, foi encontrado um perfil de susceptibilidade de E. coli
semelhante de Salmonella onde foi verificado resisténcia a AMP, TET e OTC e um perfil
intermediério a NAL.Os isolados da fazenda A (E4 e E5) e da fazenda B (E23 e E24) nédo
perderam a resisténcia a TET apds a cura, 0 que caracteriza um fen6tipo, provavelmente, de
origem cromossdmica (Tabela 7).

Resultados semelhantes foram observados por Figueirédo (2008), que encontrou
percentuais baixos (25%) de perda plasmidial em isolados de Salmonella provenientes de dois
estuarios do estado do Ceara. Outrossim, Imre et al. (2006), utilizando o brometo de etidio
como agente curagénico, observaram que apés 40 geracOes de S. sor. Enteritidis (SE2102)
ocorreu uma perda plasmidial <0,4%. Segundo os autores, a eliminacdo ou modificacdo de
plasmideos em bactérias €, na maioria das vezes, um passo essencial na andlise funcional
desses genes.

Segundo Padilha (2004), apesar de ndo ser clara a associacdo entre 0 uso de
antibiéticos nas unidades de producdo animal e o desenvolvimento de resisténcia e sua
transferéncia a populacdo humana, varios estudos epidemiolédgicos sugerem que 0 consumo

de derivados animais seja uma possivel via de transmissao de bactérias resistentes.

4.4.2 Box-PCR

A analise de similaridade entre as cepas foi baseada na presenca ou auséncia de
bandas especificas geradas a partir da amplificagdo com iniciador especifico BoxAlR. As
diferengas e similaridades foram analisadas visualmente de acordo com o comportamento de
migracdo das bandas dos produtos da reacdo de PCR (Figura 9). Para a obtencdo de uma
matriz de similaridade foi usado um coeficiente simples de similaridade (coeficiente de

Jaccard).
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As limitacdes encontradas nas analises baseadas no fenétipo de salmonelas tém
levado ao progressivo desenvolvimento de estratégias genotipicas. Entre os métodos
moleculares utilizados na tipagem gendmica de Salmonella de diferentes fontes, a técnica
Box-PCR foi utilizada por vérios autores (ALBUFERA et al., 2009;ALCOCER et al., 2006;
LEE et al., 2009). Este método é baseado na amplificacdo de sequéncias de DNA por PCR
com primers complementares as sequéncias de DNA repetitivas, altamente conservadas, e
presentes em mdaltiplas cdpias em posicdes intergénicas distintas no genoma na maioria das
bactérias Gram-negativas e em varias Gram-positivas (LUPSKI; WEINSTOCK, 1992). A
genotipagem bacteriana d& oportunidade para estudos epidemioldgicos, identificacdo de
isolados clinicos e ambientais, monitoramento de disseminacdo de clones e caracterizacdo de

populagdes bacterianas dentro de ambientes mais ou menos restritos (OLIVE; BEAN, 1999).

Figura 9 - Perfil de similaridade de isolados de Salmonella de amostras ambientais, baseado na presenga e
auséncia de bandas no gel de Box-PCR das amostras de agua e sedimento.

M1 2 391222810225M4 56 272817 18 19 13 14 15 16 B M Bray-Curts Cluster Analysis (Single Link)

0, % Simiarty 0, 100

Analisando-se o dendrograma (Figura 9) pode-se constatar a formagéo de dois
grupos principais. Um que agrupa trés estirpes (um sorovar S. sor. Madelia e dois sorovares S.
sor. enterica subs. houtenae) isolados da mesma area de cultivo (Fazenda A). O outro
agrupamento (Fazenda B) que concentrou isolado de diferentes fontes, areas de cultivos e
sorovares (dois S. sor. Saintipaul, trés S. sor. Infantis, dois S. sor. Panama, um S. enterica

subs. enterica e S. sor. enterica subs. houtenae).
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N&o foi possivel verificar correlacdo entre os sorovares fenotipicamente
identificados e o local de coleta. Da mesma forma, caracteristicas do ambiente como a matriz
de origem (agua ou sedimento) ndo foi determinante nesse estudo para estabelecer um modelo
de distribuicdo dos sorovares de Salmonella. O agrupamento com maior indice de
similaridade foi composto por diferentes sorovares (10, 4, 9, 16, 15, 14, 12 e 1) tendo em
comum a matriz de origem (amostras de agua de viveiro e rio).

Dentro deste grande grupo, podem-se verificar subgrupos com percentuais de
similaridade bem maiores: dois sorovares (27, 28) de S. enterica subsp. houtenae isolados de
sedimento do rio abastecedor da fazenda B e apresentando o mesmo perfil de susceptibilidade
aos antimicrobianos testados apresentando perfil de 100% de similaridade. Da mesma forma,
sorovares Madelia (14, 15 e 16) isolados na mesma éarea agruparam com percentual
semelhante. Entretanto, outro sorovar Madelia (13) isolado nas mesmas condic¢des (amostras
de &gua da fazenda B) apresentou um coeficiente de similaridade pouco maior que 50% com
os isolados 14, 15 e 16. A similaridade foi independente do local de isolamento o que pode
indicar a presenca de diferentes clones.

Em trabalho realizado por Albufera et al. (2009), dezoito isolados de Salmonella
de fontes humana e ndo-humana (alimentos) foram caracterizados através de métodos de
cultura convencionais, bioquimicos, soroldgicos e moleculares. O perfil gendmico dos
sorovares de Salmonella mostrou que a maioria dos isolados humanos foi diferente dos
isolados ndo-humanos.

Wheeler, Cann e Mackie (2011) ao analisarem o fingerprinting genémico e a
sorotipagem de Salmonella isoladas de Iguanas (marinhas e terrestres) de duas ilhas (Santa Fe
e Plaza Sur) localizadas em Galdpagos, observaram baixa similaridade nos ecotipos de
Salmonella nas duas ilhas analisadas. Em relacdo a S. sor. Panama, 0s autores encontraram
baixa similaridade desses sorovares isolados das iguanas marinhos e terrestres da ilha Plaza
Sur. Esse sorovar também foi encontrado na pesquisa em estudo, com baixa similaridade nos

ecotipos de Salmonella.

4.4.3 Deteccao dos genes de viruléncia

A viruléncia da Salmonella estid relacionada a uma combinacdo de fatores
cromossomicos e plasmidiais (OLIVEIRA et al., 2003). Para Rodrigues (2005), a viruléncia
estd relacionada a habilidade da cepa em penetrar e se replicar nas células epiteliais, a
resisténcia a acdo do sistema complemento, a producdo de toxinas e a resisténcia a

antimicrobianos.



66

A figura 10 mostra o perfil eletroforético das reacGes de Multiplex-PCR das cepas

identificadas como Salmonella spp. utilizando primes de viruléncia: pefA, invA e spvC.

Figura 10 - Deteccédo dos genes de viruléncia pefA, invA e spvC amplificado pela técnica de Multiplex-PCR de
Salmonella em amostras ambientais.
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Os genes de viruléncia pefA e invA foram detectados na maioria das amostras, mas
0 gene spvC néo foi encontrado em nenhuma amostra testada. Das 30 amostras analisadas
foram encontrados 14 isolados com gene pefA e 15 com o gene invA (Tabela 13).
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Tabela 13 - Resultados de Multiplex-PCR de Salmonella para detccdo dos genes de viruléncia.

Genes de Viruléncia detectados no PCR

Isolados Sorovares pefA invA spvC
1 S. sor. Saintpaul - + -
2 S. sor. Saintpaul ; + -
3 S. sor. Madelia + - -
4 S. enterica subsp. houtenae + + -
5 S. enterica subsp. houtenae + - -
6 S. enterica subsp. houtenae + - -
8 S. sor. Infantis + + -
9 S. sor. Panama + + -
10 S. sor. Infantis + - -
11 S. sor. Panama - - -
12 S. sor. Panama + + -
13 S. sor. Madelia - - -
14 S. sor. Madelia - + -
15 S. sor. Madelia - + -
16 S. sor. Madelia - + -
17 S. sor. Braenderup + - -
18 S. sor. Braenderup + - -
19 S. sor. Braenderup + - -
20 S. sor. Braenderup + - -
22 S. enterica subsp. enterica + + -
23 S. enterica subsp. enterica + + -
24 S. sor. Infantis - + -
25 S. sor. Infantis + + -
26 S. sor. Infantis - + -
27 S. enterica subsp. houtenae - + -
28 S. enterica subsp. houtenae - - -
29 S. sor. Infantis - - -
30 S. sor. Madelia - - -

31 S. sor. Madelia - - .

+-presenca do gene; - ausenga do gene

Turki et al. (2012,) analisando a presenca de genes de viruléncia invA e spvC e a
multirresisténcia em cepas de S. sor. Kentucky, oriundas de fontes ambientais (dejetos, solo e
aguas residuais), animais, alimentos e humanos, na Tunisia, encontraram resultados de spvC

semelhantes aos da presente pesquisa. Da mesma maneira, Amini et al. (2010), investigando
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genes de viruléncia em S. sor. Enteritidis isolada de humanos e animais no Ira , detectaram o
gene invA em todas as amostras.

Em contrapartida, Smith et al. (2010) pesquisando o perfil de susceptibilidade aos
antimicrobianos e a genotipagem de S. enterica isolada de casos clinicos de salmonelose no
Novo México em 2008, encontraram o gene invA para todos os isolados e o gene pefA
somente para trés. Por outro lado, Okamoto et al. (2010) encontraram invA (3%) e spvC
(26%) nas amostras de Salmonella Enteritidis em visceras e carcaca de frango. Esse baixo
percentual se deve as condicfes as quais a bactéria é exposta para crescimento. Salmonella
pode apresentar genes relacionados a invasao e viruléncia (invA e spvC), mas nem sempre séo
capazes de expressa-los. De acordo com Craciuna et al. (2012) o gene invA é conservado nas
espeécies e nos sorovares, sendo considerado alvo para deteccdo de Salmonella. Esse gene ndo

é encontrado em outra bactéria.
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5 CONCLUSOES

e Considerando os resultados obtidos nesta pesquisa a partir da analise de amostra
ambientais coletadas em areas de cultivo de camardo ndo foi possivel detectar uma
relacdo direta entre a densidade de bactérias indicadoras de contaminacdo fecal (E.
coli) e a presenga de Salmonella.

e O meio seletivo caldo triptose MUG utilizado ndo mostrou eficiéncia no
favorecimento do crescimento da bactéria-alvo (E. coli) o que ficou nitido com os
baixos niveis de confirmacao entre as culturas suspeitas isoladas.

e Devido a pouca variacdo, os parametros fisico-quimicos (temperatura, pH e
salinidade) ndo influenciaram quantitativamente no isolamento de cepas de E. coli e
Salmonella.

e Entre os isolados de Salmonella cinco diferentes sorovares foram identificados: S. sor.
Saintpaul, S. sor. Infantis, S. sor. Panama, S. sor. Madelia, S. sor. Braenderup, e S.
enterica subsp. Houtenae e S. enterica subsp. enterica. Entretanto, ndo foi possivel
estabelecer um rastreamento de distribuicdo das amostras com base na origem ou
associado ao local de coleta.

e Entre as culturas isoladas foram detectados percentuais preocupantes de resisténcia
frente a antimicrobianos tanto de uso na clinica humana como animal, com efeito
inibitério (CIM e CBM) dos farmacos alcancados apenas em concentracfes elevadas
principalmente para ampicilina e nitrofurantoina.

e A origem genética das resisténcias se mostrou diferente para os dois grupos de
enterobactérias: enquanto para E. coli a maioria se mostrou relacionada a presenca de
plasmideo, ja nos isolados de Salmonella o fenétipo esteve potencialmente associado
ao cromossomo ou a elementos moveis estaveis ndo afetados pela técnica de cura
plasmidial através do agente mutagénico acridine Orange.

e A presenca dos genes pefA e invA nas culturas de Salmonella que codificam fatores de
viruléncia foi inconstante ndo apresentando um padrdo homogéneo entre sorovares ou

entre a origem ambiental dos isolados.
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