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RESUMO

O ambiente estuarino ¢ reconhecidamente um local de aporte de 4aguas
contaminadas de diferentes fontes. O género Vibrio ¢ encontrado, naturalmente, nesses locais,
sendo relatadas, em inumeros trabalhos cientificos, cepas resistentes a antimicrobianos
utilizados, rotineiramente, no tratamento médico. Foram selecionadas setenta cepas de Vibrio
oriundas de amostras de dgua e sedimento do estudrio do Rio Acarau, litoral Oeste do Ceara,
Brasil para o experimento. O antibiograma foi proposto em duas baterias, sendo uma com
agar Mueller-Hinton solubilizado em 4gua destilada (MH+AD) e a outra em agua do mar
(MH+AM), além de ser testada a presenca dos fatores de viruléncia proteases (caseinase,
elastase e gelatinase), lipases, fosfolipases, DNases, amilases, urecase ¢ hemolisinas (-
hemolise pelo teste de Kanagawa em agar Wagatsuma). Os antimicrobianos testados foram
NAL, AMP, ATM, CFL, CIP, CLO, CTX, EST, GEN, OTC, PEN, SUT e TET. Em MH+AD,
o perfil de resisténcia foi verificado para 47 (67,1%) cepas a PEN, 26 (37,1%) cepas a AMP e
CFL, 8 (11,4%) a OTC, 6 (8,6%) a TET, 3 (4,3%) a ATM, e 1 (1,4%) a CLO, enquanto para
MH+AM, 68 (97,1%) cepas foram resistentes a OTC, 67 (95,7%) a TET, 57 (81,4%) a PEN,
34 (48,6%) a CFL, 29 (41,4%) a AMP, 21 (30,0%) a EST, 20 (28,5%) a GEN, 5 (7,2%) a
ATM e NAL, 3 (4,3%) a SUT e 1 (1,4%) a CIP. As cepas resistentes em MH+AD foram
submetidas a cura do plasmidio pelo agente curagénico acridine Orange. Foi verificada
resisténcia plasmidial em 36,21% das cepas resistentes a AMP, 5,17% a ATM, 37,93% a
CFL, 13,79% a OTC, 53,45% a PEN e 6,90% a TET. Por ordem de recorréncia, 67 (91,42%)
cepas de Vibrio spp. analisadas apresentam atividade da enzima urease, seguidas de 57
(81,42%) para lipase, 54 (77,14%) a amilase, 53 (75,72%) a gelatinase, 43 (61,42%) a
caseinase, 26 (37,14%) a fosfolipase, 17 (24,28%) a DNase, 16 (22,86%) a elastase e 13
(18,57%) a P-hemolise (Kanagawa). A dgua do mar influenciou, significativamente, a
caracterizacdo da resisténcia das cepas de Vibrio spp. analisadas, principalmente, sobre os
antimicrobianos das classes das tetraciclinas, além de ter sido detectada multipla resisténcia
associada a cepas com fatores preliminares de viruléncia.

Palavras-Chave: Vibrionaceae. Ambiente. Antimicrobianos. Patogenicidade.



ABSTRACT

The estuarine environment is recognized as an intake of contaminated water from
different sources. The genus Vibrio is found in those places, being reported in many papers
resistant strains to antibiotics used routinely in medical treatment. Seventy strains of Vibrio
were selected originated from samples of water and sediment from the Acaral estuary, West
coast of Ceard, Brazil to experiment. The antibiogram was proposed in two batteries, one with
Mueller Hinton agar dissolved in distilled water (MH+DW) and the other in seawater
(MH+SW), and is tested the presence of virulence factors protease (caseinase, elastase and
gelatinase), lipases, phospholipases, DNases, amylase, urease, and hemolysin (B-hemolysis
test by Kanagawa Wagatsuma agar). The antimicrobials tested were NAL, AMP, ATM, CFL,
CIP, CHL, CTX, STP, GEN, OTC, PEN, TCY and STX. In MH+DW, the resistance profile
was observed for 47 (67.1%) strains to PEN, 26 (37.1%) to AMP and CFL, 8 (11.4%) to
OTC, 6 (8.6%) to TCY, 3 (4.3%) to ATM and 1 (1.4%) to CHL, while for MH+SW, 68
(97.1%) strains were resistant to OTC, 67 (95.7%) to TCY, 57 (81.4%) to PEN, 34 (48.6%) to
CFL, 29 (41.4%) to AMP , 21 (30.0%) to STP, 20 (28.5%) to GEN, 5 (7.2%) to ATM and
NAL, 3 (4.3%) to STX and 1 (1.4%) to CIP. The resistant strains in MH+DW were subjected
to plasmid curing by acridine orange agent. Resistance plasmid was observed in 36.21% of
resistant strains to AMP, 5.17% to ATM, 37.93% to CFL, 13.79% to OTC, 53.45% to PEN
and 6.90% to TCY. By order of recurrence, 67 (91.42%) strains of Vibrio spp. have analyzed
the enzyme urease, followed by 57 (81.42%) to lipase, 54 (77.14%) to amylase, 53 (75.72%)
to gelatinase, 43 (61.42%) to caseinase, 26 (37.14%) to phospholipase, 17 (24.28%) to
DNase, 16 (22.86%) to elastase and 13 (18.57%) to B-hemolysis (Kanagawa). Seawater
influence significantly the characterization of the resistance of strains of Vibrio spp. analyzed
mainly on the drugs of the tetracycline class, and has been detected multidrug resistant strains
associated with preliminary virulence factors

Key words: Vibrionaceae. Environment. Antimicrobial agents. Pathogenicity.
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1. INTRODUCAO

A disponibilidade de agua em quantidade e qualidade para os diferentes usos
humanos tem sido uma preocupacdo mundial crescente (PIZZELLA; SOUZA, 2007). Nesse
intuito, estudos recentes evidenciaram a necessidade do tratamento de efluentes gerados pelas
atividades antropicas, antes que eles sejam dispostos em receptores hidricos. Embora essas
solucdes visem o desenvolvimento sustentavel das atividades que se utilizam de recursos
hidricos, a inviabilidade econdmica ainda ¢ o principal impasse para sua concretizagdo
(BARAN; HAMBREY, 1998). Dessa forma, a avaliacdo do impacto no ecossistema marinho
e estuarino por essas atividades deve ser investigada, a fim de se verificar os danos e a
possivel recuperagao desses ambientes (PASSONE et al., 2003).

Os sistemas estuarinos sdo ambientes dinamicos, continuamente, submetidos a
condi¢do de mistura de 4gua fluvial e marinha, ocasionada pelo efeito das marés que, dentre
outros, causa alteragdes fisico-quimicas nas propriedades da dgua (SCHMIEGELOW, 2004).
Nesses sistemas se inserem ecossistemas manguezais que sao, reconhecidamente, ambientes
ricos em matéria organica proveniente de diversas fontes e, por isso, sustentam uma elevada
produtividade primdria e ciclagem de nutrientes consolidando-se como um ecossistema de
relevante interesse ecoldgico (GONI; TEIXEIRA; PERKLEY, 2003).

Mesmo que o despejo de efluentes de esgotos domésticos, industriais e de
aquicultura ndo tenham uma correlagao direta sobre a diversidade bacteriana no ecossistema
manguezal, ¢ valido que esses sobrelevam a quantidade de matéria organica disponivel e
sustentavel (KEMPER, 2008).

De acordo com Barbieri et al. (1999), os ambientes estuarinos sdo reservatorios
criticos para espécies bacterianas do género Vibrio. Os micro-organismos que compoem este
género sdao mesofilos e tendem a proliferar em 4guas marinhas costeiras tropicais, onde as
temperaturas sdo mais elevadas e atendem as suas exigéncias de salinidade e pH (LAKE;
HUDSON; CRESSEY, 2003).

A intensificagdo na producdo e o consequente aumento da densidade de
estocagem, em cultivos, tem ocasionado doengas nos organismos cultivados (TENDENCIA;
DE LA PENA, 2002). Para o combate dessas enfermidades, tem se registrado o uso
indiscriminado de antimicrobianos como medida profilatica (CARNEIRO et al., 2007).

O uso de antimicrobianos gera inimeros problemas, principalmente, devido a

selecdo de cepas bacterianas resistentes (TRABULSI; ALTERTHUM, 2005). Além disso, os
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relatos de estirpes bacterianas com multipla resisténcia a antimicrobianos, incluindo aqueles
com amplo espectro de a¢do, tem sido cada vez mais comuns, principalmente, em espécies de
interesse clinico (NIKAIDO, 2009).

Boggard e Stobberingh (2000) ressaltam que cepas bacterianas resistentes, bem
como os residuos de antimicrobianos, podem ser carreados pelos efluentes dos viveiros para
rios e estudrios e, uma vez presentes nesses ambientes, essas cepas podem favorecer a
disseminagao da resisténcia.

Segundo Courvalin (1994), a transferéncia de genes que codificam resisténcia a
antimicrobianos pode ocorrer tanto em bactérias do mesmo género, como em géneros
diferentes, independentemente, de serem Gram positivas ou negativas. Ademais, elementos
genéticos moveis, tais como plasmidios sdo, normalmente, associados a disseminagdo da
resisténcia bacteriana e, por isso, a caracterizagdo da resisténcia como plasmidial ¢ um
problema de saude publica (BENNETT, 2008).

Outro fator de extrema importancia ¢ o tempo de residéncia dos antimicrobianos
no ambiente. Embora alguns estudos relatem a presenca residual dessas drogas no ambiente
marinho, atualmente, sao conhecidos os efeitos dos ions presentes na agua do mar, como Ca™
e Mg™, sobre a inativagio de alguns antimicrobianos, principalmente, da classe das
tetraciclinas (TORKILDSEN et al., 2000).

Algumas espécies do género Vibrio sdo, normalmente, associadas a bacterioses
em camarao marinho cultivado (Litopenaeus vannamei), embora o seu potencial patogénico
ndo seja completamente esclarecido. Dentre os patdgenos mais comumente associados a
doencas ao homem e em peneideos estdo V. parahaemolyticus, V. harveyi, V. alginolyticus, V.
vulnificus e V. cholerae (AUSTIN; ZHANG, 2006).

No ambiente marinho, a presenca de cepas com potencial patogénico ndo ¢é
comum, embora recentes trabalhos demonstrem o contrario (AUSTIN; AUSTIN, 2007;
CANO-GOMEZ et al., 2009). Vérios casos de diarreia e doengas sistémicas estao
relacionados ao género Vibrio como agentes etiologicos. Esses casos ocorrem principalmente
em paises que adotam o habito de consumir alimentos crus ou parcialmente cozidos
(ABBOTT; JANDA, 1994).

A viruléncia de Vibrio spp. ¢ normalmente associada a presenga de produtos
extracelulares (PEC’s) tais como proteases, fosfolipases, hemolisinas e citotoxinas (AUSTIN;
ZHANG, 2006; LIU; LEE; CHEN, 1996; LEE et al., 1997). A producao desses fatores varia
entre os isolados e considera-se que podem ser compartilhados com outras bactérias através

de elementos genéticos méveis (PIZZUTO; HIRST, 1995).
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Embora uma cepa bacteriana apresente multipla resisténcia, essa caracteristica nao
lhe confere viruléncia, porém cepas bacterianas que apresentem as caracteristicas de serem
altamente virulentas e resistentes a diferentes classes de antimicrobianos representam risco
potencial, principalmente, se forem de origem ambiental, pois o controle na disseminacao se
torna impraticavel (KEMPER, 2008; NWOSU, 2001).

Com base nessas informagdes, o presente estudo teve o objetivo geral de
estabelecer o perfil de susceptibilidade a antimicrobianos de diferentes classes entre 70 cepas
de Vibrio spp. isoladas do estuario do Rio Acarau em meio preparado com agua destilada e
com 4gua marinha e em um seguinte passo, verificar a presenca, ou ndo, de fatores
preliminares de viruléncia e os seguintes objetivos especificos:

I. Caracterizar a origem da resisténcia como cromossdmica ou plasmidial;

II.  Verificar a influéncia da agua do mar na atividade antimicrobiana frente a
cepas de Vibrio spp.;

III. Determinar a Concentragdo Inibitoria Minimia (CIM) dos agentes
antimicrobianos para as cepas resistentes a ampicilina, oxitetraciclina e
tetraciclina;

IV. Avaliar, preliminarmente, a presenca de fatores de viruléncia das 70 cepas de

Vibrio analisadas.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Estudrios e manguezais

Os estuarios podem ser definidos, geograficamente, como uma regido costeira
parcialmente fechada, no qual a 4gua doce de um rio e a 4gua do mar encontram-se ¢ se
misturam sendo, portanto, um ambiente de amplas variagdes fisico-quimicas. Tais regides
estdo sujeitas a forte influéncia da bacia de drenagem do rio e possuem, em regides
equatoriais um ecossistema manguezal acoplado (SCHMIEGELOW, 2004).

Os manguezais sdo biomas que se extendem desde a Asia a Australia, no Pacifico,
até as Américas Central e do Sul. A vegetacdo predominante, denominada mangue, apresenta
uma distribui¢do limitada as coordenadas 25°N e 25°S (LOURENCO; MARQUES JUNIOR,
2002). Ocorrem em dareas sujeitas a agdo de marés, com predominancia de solo argiloso e se
caracterizam como biomas de interface, sendo compostos pelas misturas de aguas de
drenagem continentais e oceanicas (BARBOSA, 2000). Assim, os manguezais participam de
uma unidade geomorfoldgica singular, na qual o relevo plano facilita a deposicao de
sedimentos de limo e argila, que entram na composicao do substrato (FERNANDES, 2006).

No Brasil, os manguezais estendem-se desde Santa Catarina (latitude 28°53°S) até
o Amapa (latitude 04°30° N), no Cabo Orange (HERZ, 1991; LACERDA, 1999), ¢ os
maiores encontram-se no Piaui e no Amapa (AB’SABER, 1990). Os manguezais brasileiros
ocupam uma area de aproximadamente 25 mil km? ao longo de 6.786 km de linha de costa
(SCHAFFER-NOVELLI; CITRON-MOLERO, 1994). A maior parte deles, cerca de 85%,
encontra-se no litoral norte do pais, nos estados do Amapa, Para e Maranhao, e o limite mais
oriental localiza-se na ilha ocednica de Fernando de Noronha, em uma area de 0,15 ha
(LACERDA, 1999). Os manguezais cearenses se distribuem ao longo de treze rios litoraneos,
dos quais se destacam o Timonha, Coreau, Acaral,, Zumbi e Jaguaribe.

Igbinosa e Okoh (2008) afirmam que o aumento do aporte de nutrientes, devido
ao crescimento urbano e industrial, ¢ um dos principais fatores para polui¢do desses
ambientes, principalmente, pelas atividades que demandam grande quantidade de 4gua.

Barros et al. (2000) apontam como principais fatores causadores de alteragdes nas
propriedades fisicas, quimicas e biologicas dos manguezais o desmatamento, queimadas,

deposicao de lixo, lancamentos de esgoto e efluentes industriais, dragagens, construg¢des de
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marinas, pesca predatdria e aquicultura. Dentre estes, o destaque ¢ a atividade de aquicultura
que descarta grande quantidade de efluentes ndo tratados para os corpos hidricos (JONES;
DENNISON; PRESTON, 2001).

Segundo Torsvik, Sorheim e Goksoyr (1996), a diversidade da comunidade
bacteriana nessas regides pode sofrer o efeito da poluicdo organica gerada pelos efluentes.
Nesse contexto, a avaliagdo dos grupos bacterianos presentes nos estuarios ¢ necessaria para

avaliar o possivel impacto da descarga de efluentes.

2.2. Antimicrobianos no meio ambiente

Os antimicrobianos classificam-se em  antibacterianos, antifungicos,
antiprotozoarios, anti-helminticos e antivirais. Destes, os antibacterianos sdo divididos em
antibioticos, sintetizados por fungos, € quimioterapicos, produzidos em laboratério. Os
primeiros ainda predominam, mas, frequentemente, sdo manipulados quimicamente (semi-
sintéticos) (DEL MAR, 2000). A indicacdo de antimicrobianos prevalece na pratica clinica
diéria, independentemente da origem natural ou sintética (DEPARDIEU et al., 2007).

As caracteristicas do antimicrobiano ideal sdo: (a) ter atividade sobre amplo
espectro de micro-organismos; (b) ser absorvido por via oral e parental; (c) ter facil
distribuicao pelos tecidos e liquidos organicos, atingindo concentragdo bactericida; (d) ndo
sofrer destruicdo por enzimas tissulares; (e) ndo provocar efeitos irritantes, toxicos ou
alérgicos no hospedeiro; (f) ndo induzir o desenvolvimento de estirpes resistentes; (g) nao
provocar diminui¢do da resisténcia do organismo do hospedeiro; (h) ndo ter efeitos
teratogénicos; (i) produzir concentracdes elevadas e por tempo prolongado e (j) ser facilmente
obtido em escala industrial e a baixo custo (TAVARES, 2001).

Os antimicrobianos podem agir sobre bactérias interrompendo seu crescimento e
reprodugdo (efeito bacteriostatico) e/ou induzindo a morte bacteriana (efeito bactericida,
bacteriolitico) (CHOPRA; ROBERTS; 2001). Esses efeitos ocorrem através da interferéncia
sobre as vias metabdlicas, alterando desde a permeabilidade (membrana externa) até a sintese
(parede celular, acido folico, DNA, RNA e proteinas) bacteriana (PAGES, 2004).

ApoOs a administragdo, os antimicrobianos para uso humano e veterindrio ou seus
metabolitos sdo excretados no efluente e atingem a estagao de tratamento de esgoto (ETE). A

fracdo ndo-metabolizada ¢ excretada como um composto inerte ou ainda ativo
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(KUMMERER; HENNIGER, 2003). Quantidades residuais podem atingir dguas superficiais,
subterraneas ou ficarem aderidas ao sedimento (BATT; AGA, 2005).

Embora a maioria dos estudos sobre bactérias resistentes tenha foco,
principalmente, em bovinos, aves e suinos, a emergéncia de amostras resistentes a
antimicrobianos tem sido pesquisada em sistemas aquicolas tropicais, pelo fato de compostos
antimicrobianos serem, indiscriminadamente, utilizados para tratamento e profilaxia de
enfermidades em aquicultura (HATHA et al., 2005).

Hoélmstrom et al. (2003) relatam que o uso profilatico de antimicrobianos na
aquicultura tem se tornado comum, principalmente em paises em desenvolvimento como a
Tailandia. Os antibidticos mais utilizados pelos produtores na Asia sio norfloxacina,
oxitetraciclina, enrofloxacina e sulfonamidas, que também sdao empregados na terapéutica
humana. No Reino Unido, os antibioticos aprovados para uso em pisciculturas sao
oxitetraciclina, acido oxolinico, amoxicilina e co-trimazina, porém, ¢ recomendado um
periodo minimo de retirada da medicacdo antes do abate (ALDERMAN; HASTINGS, 1998).

No Brasil, apesar de nao haver levantamentos sobre o uso de antimicrobianos, as
substancias mais comumente encontradas no ambiente sdo oxitetraciclina, sulfa/trimetoprim e
norfloxacina (BILA; DEZOTTI, 2003). A aplica¢do destas drogas nos viveiros de cultivo nao
¢ apenas cara, mas também prejudicial agindo, por exemplo, na selecdo de bactérias que sao
resistentes as drogas ou estirpes mais virulentas e levando residuos aos produtos destinados ao

consumo (DECAMP; MORIARTY, 2005).

2.3. Resisténcia bacteriana aos antimicrobianos

Quanto a origem, a resisténcia bacteriana aos antimicrobianos pode ser
classificada como natural ou adquirida (LEVY, 1998). Resisténcia natural, também dita
intrinseca, esta associada ao cromossomo da bactéria. Esta resisténcia €, por conseguinte, uma
caracteristica transmitida, verticalmente, as bactérias descendentes, normalmente, associada a
autodefesa e competi¢cao do micro-organismo (MURRAY; MOELLERING, 1978).

A resisténcia natural ndo apresenta um significado clinico relevante, ja que se
conhecendo o espectro de agdo do antimicrobiano pode-se evitar seu uso frente a um
determinado micro-organismo. Em contrapartida, a resisténcia adquirida ¢ responsavel por

problemas médicos importantes, tendo em vista a ampla participagdo de micro-organismos
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com sensibilidade modificada aos antimicrobianos na etiologia das infec¢des (ROLAIN;
RAOULT, 2005). A resisténcia bacteriana adquirida, a um ou mais antimicrobianos
pertencentes a familias diferentes (multipla resisténcia), consiste em uma caracteristica nova,
que ¢ exibida por alguma célula da populagcdo de uma determinada espécie de bactéria. Dessa
forma, estes exemplares modificados da populacdo bacteriana ndo respondem mais a agdo de
antimicrobianos (LEVY, 1998).

Os principais mecanismos de resisténcia em bactérias sdao: (a) diminui¢ao da
absor¢do ou aumento do efluxo do antimicrobiano, (b) destruicdo ou modificacdo do
antimicrobiano e (c) alteracdo do sitio-alvo do antimicrobiano (TRABULSI; ALTERTHUM,
2005). Algumas cepas bacterianas sdo produtoras de enzimas [-lactamases de espectro
expandido (ESBL) que clivam o anel B-lactdimico de antimicrobianos que o possuem,
inativando-os. O uso de inibidores destas enzimas, como acido clavulanico, sulbactam e
tazobactam tem sido eficiente no tratamento clinico destas cepas produtoras de ESBL, pelos
antimicrobianos B-lactamicos (TAVARES, 2001).

Inimeros trabalhos tém demonstrado niveis elevados de cepas bacterianas
resistentes aos antimicrobianos em ambientes impactados pela atividade aquicola
(FURUSHITA et al., 2005, REBOUCAS et al., 2011; TENDENCIA; DE LA PENA, 2002).
Estas informacdes sdo essenciais para avaliacdo do impacto dessa atividade sobre o

ecossistema marinho e estuarino.

2.4. Caracteristicas gerais do género Vibrio

O primeiro relato de Vibrio data de 1854 pelo anatomista italiano Filippo Pacini,
porém seu trabalho teve pouca relevancia cientifica devido a aceita¢do, na época, da teoria de
miasmas como causadores de doengcas (BENTIVOGLIO; PACINI, 1995). Somente em 1883
o naturalista alemao Robert Koch, em expedi¢cdo ao Egito, conseguiu isolar e caracterizar a
bactéria como agente causador da colera. O trabalho de Kock, mesmo independente dos
resultados de Pacini, adquiriu maior notoriedade e a bactéria isolada fora denominada, em
ultima revisao taxondmica, Vibrio cholerae.

Atualmente, o género Vibrio consta de 94 espécies, com representantes isolados

de amostras clinicas e ambientais (DSMZ, 2011). Segundo Farmer III et al. (2005), os micro-
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organismos pertencentes a esse género se caracterizam por serem curvados, ou ligeiramente
curvados, com o didmetro variando entre 0,5 e 0,8 pm e comprimento entre 1,4 ¢ 2,6 um.
Possuem a capacidade de usar a glicose sem producao de gas e, em quase em sua totalidade,
sao oxidase positivos, a excegdo de V. metschinikovii. Sao halofilos restritos, necessitando de
sodio para o seu crescimento e desenvolvimento.

Esses micro-organismos crescem, naturalmente, em estudrios e ambientes
marinhos no mundo inteiro e sdo capazes de sobreviver e se multiplicar em &aguas
contaminadas com elevada salinidade e temperatura variando de 10 a 30°C (MURRAY,
2004).

Embora sejam reconhecidamente patogenos humanos, algumas espécies
pertencentes a esse género desempenham importante papel na ciclagem de nutrientes nos
ambientes aquaticos através do transporte de matéria organica dissolvida (THOMPSON;
LIDA; SWINGS, 2004). Outras espécies estdo relacionadas a degradacdo de compostos
aromaticos, tendo, portanto, extremo interesse biotecnologico (HEDLUND; STALEY, 2001).

2.5. Patogenicidade e fatores de viruléncia: aspectos gerais

Por muito tempo os estudos em microbiologia estiveram restritos aos micro-
organismos causadores de doencas em humanos (DEPAOLA; CAPERS; ALEXANDER,
1994). Embora nos ultimos anos as pesquisas tenham se diversificado para bactérias isoladas
do ambiente e alimentos, aquelas de importancia clinica sdo, ainda, as que se tem maiores
dados de viruléncia (PAYNE; OAKEY; OWENS, 2004).

Basicamente, a patogenicidade ¢ mediada pela habilidade do micro-organismo
para invadir, aderir-se e colonizar tecidos e 6rgaos do hospedeiro. Dessa forma, ¢ resultante
da intera¢do especifica entre este ¢ o hospedeiro e sua possivel capacidade para causar
infeccdo (MURRAY, 2004).

Porém, alguns micro-organismos podem causar doencas, mesmo que ndo lesem
diretamente os tecidos do organismo hospedeiro. Esses patdogenos podem invadir e infectar
por meio de varias vias, denominadas portas de entrada, tais como as membranas mucosas
(trato respiratorio, gastrintestinal e geniturinario), pele e via parenteral de humanos

(TORTORA; FUNKE; CASE, 2005).
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Intimeros autores consideram que a patogenicidade de uma bactéria ao hospedeiro
seja intensificada pela presenga de fatores que contribuam para invasdo e/ou lesdo. Estes
fatores sao denominados fatores de viruléncia, os quais podem ser utilizados para avaliar o
grau em que um micro-organismo possa ser patogénico ao hospedeiro (MADIGAN;
MARTINKO; PARKER, 2004).

Dentre os principais fatores de viruléncia ¢ possivel destacar os fatores toxicos
(exotoxinas, enterotoxinas e endotoxinas); fatores enzimaticos (lisinas, proteases, lipases,
hemolisinas, coagulase, colagenase, lecitinase, DNase, condroitinase, elastase, amilase,
urease); fatores de colonizacdo (fimbrias, biofilmes, cépsulas, adesinas, antigenos de
aderéncia, cisteina sérica, sider6foros) e citotoxinas, dentre outros (AGUIRRE-GUZMAN;
RUIZ; ASCENIO, 2004; BAFFONE et al., 2001).

O advento de técnicas moleculares, que se baseiam na amplificacdo e detecgao de
sequéncias de DNA especificas, permitiram um maior entendimento acerca da patogenicidade
bacteriana (AUSTIN; ZHANG, 2006). Embora esse avango tenha sido notavel, o uso de
técnicas de microbiologia classica sdo imprescindiveis, pois a deteccdo de um gene nao
garante que o mesmo seja expresso pelo micro-organismo, dado o grau de especificidade
entre este e o hospedeiro (TORTORA; FUNKE; CASE, 2005). Nesse contexto, os ensaios in
vivo sdo importantes para confirmacdo da patogenicidade de um micro-organismo, sendo
qualquer outro fator, isolado, apenas considerado preliminar de viruléncia
(INTARAPRASONG et al., 2009).

Entretanto, se apenas alguns micro-organismos invadirem o hospedeiro,
provavelmente, serdo vencidos pelas suas defesas imunolédgicas. Dessa forma, a viruléncia de
um micro-organismo ¢, frequentemente, expressa pela dose infectante para 50% das amostras
de uma populagao (DIsp). Os valores de DIsy sdo, portanto, especificos entre as diferentes
interacdes micro-organismo-hospedeiro (TORTORA; FUNKE; CASE, 2005).

Os micro-organismos que vencem as defesas imunitarias do hospedeiro,
normalmente, lesam suas células por quatro vias: (1) pelo uso de seus nutrientes, (2) causando
lesdo direta as vizinhangas imediatas a invasao, (3) pela produgdo de toxinas (endotoxinas,
enterotoxinas e exotoxinas) ¢ (4) induzindo reagdes de hipersensibilidade. Dentre estas, a
produgdo de toxinas sdo as mais estudadas (TORTORA; FUNKE; CASE, 2005)

Acredita-se que os plasmidios podem transportar as informacdes que determinam
a patogenicidade de um micro-organismo (BAI et al., 2008). Alguns fatores de viruléncia que
sao codificados por genes plasmidiais sdo a tetanospasmina (neurotoxina de Clostridium

tetani), enterotoxina termolabil (Clostridium botulinum) e enterotoxina estafilocécica.
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2.6. Fatores de viruléncia em Vibrio spp.

O Vibrio cholerae constitui-se a espécie bacteriana do género Vibrio com maiores
estudos acerca de sua patogenicidade em humanos. Porém, desde que foi descoberta, a
crescente confirmagdo de outras espécies do género causadoras de doengas em humanos e/ou
organismos cultivados tem sido relatada (HOSSEINI et al., 2004).

Além de V. cholerae, outras espécies comumente relacionadas a infecg¢des sdo V.
parahaemolyticus e V. vulnificus. Estas espécies tém sido descritas como patdogenos
emergenciais, devido a alta viruléncia de algumas cepas (BAFFONE et al, 2005). A
patogenicidade de outros vibrios, como V. alginolyticus, V. coralliilyticus, V. diabolicus, V.
Sfluvialis, V. harveyi, V. metschnikovii ¢ V. mimicus, também ¢ motivo de preocupagdo e foco

de recentes pesquisas (AUSTIN; AUSTIN, 2007; HOSSEINI ez al., 2004).

2.6.1. Vibrio cholerae

A cdlera ¢ uma infecgdo intestinal aguda causada pelo Vibrio cholerae, que € uma
bactéria capaz de produzir uma enterotoxina que causa diarreia. Apenas dois sorogrupos dessa
bactéria sdo produtores da enterotoxina, o V. cholerae O1 (biotipos "classico" e "El Tor") e o
V. cholerae O139. O V. cholerae ¢ transmitido principalmente através da ingestao de agua ou
de alimentos contaminados (TRABULSI; ALTERTHUM, 2005).

A patogenia de V. cholerae depende da produgdo de dois fatores de viruléncia
principais: (i) o pelo co-regulador da toxina (TCP), um fator de colonizagdo, e (ii) a toxina da
colera (CT), uma enterotoxina (DAVIS; WALDOR, 2003; FARUQUE; ALBERT;
MEKALANOS, 1998). Todas as cepas de V. cholerae capazes de causar a colera carregam o
gene tcp, que codifica o TCP, o qual coordena a producdo de CT. Uma vez a bactéria
estabelecida, a potente enterotoxina leva ao aumento da secrecdo de eletrolitos e dgua no
lumen do intestino e ¢ responsavel pela severa diarréia caracteristica da colera (GOEL et al.,
2007; LEE et al., 1999). Além desses, existem outros genes que determinam fatores de

viruléncia, dentre eles estdo o gene zot, que codifica a toxina da zénula de oclusdo e o rfbO1



24

que codifica o antigeno O, determinando se a cepa ¢ do tipo O1. Os genes rfb contém todas as
informagdes necessarias para a sintese dos componentes do antigeno O, sua traducdo e
direcionamento a superficie da célula (MANNING et al., 1995).

O gene zot codifica uma toxina secretada pelo V. cholerae que afeta a estrutura da
jungdo de oclusdo ou zbénula de oclusdo (tipo de juncdo intercelular) causando destrui¢ao
reversivel e criando condi¢des para a entrada do patégeno no estroma, aumentando, assim, a

permeabilidade da mucosa do intestino delgado (FASANO, 1991).

2.6.2. Vibrio coralliilyticus

Esta espécie foi, recentemente, descoberta como um micro-organismo associado
a0 branqueamento em corais da espécie Pocillopora damicornis, no Oceano Indico (BEN-
HAIM et al., 2003). Trata-se de uma bactéria extremamente dependente de temperatura para o
crescimento, com relatos de casos ja conhecidos em bancos de corais da costa brasileira
(ALVES JUNIOR et al., 2010; BEN-HAIM; ZICHERMAN-KEREN; ROSENBERG, 2003).

Pouco se sabe sobre o potencial patogénico dessa bactéria, porém Meron et al.
(2009) consideram a presenga do flagelo um importante mediador na invasdo e, consequente,
colonizagdo de corais. Alguns autores sugerem que €sse micro-organismo seja um patogeno

restrito ao coral Pocillopora damicornis (CERVINO et al., 2004; VIZCAINO et al., 2010).

2.6.3. Vibrio harveyi

Essa espécie luminescente, amplamente distribuida no ambiente marinho, tem
sido relatada como um patégeno primario de camardes peneideos cultivados, especialmente
na América do Sul e Asia (ALVAREZ et al., 1998; JIRAVANICHPAISAL et al.,1995; LTU
et al., 1996; VANDENBERGUE et al., 1998). Além disso, tem sido associada a doengas em
peixes (HISPANO; NEBRA; BLANCH, 1997) e ostras (PASS; DYBDAHL; MANNION,
1987, VIEIRA et al, 2010). Entretanto, pouco se sabe sobre seus mecanismos de

patogenicidade.
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Liu, Lee e Chen (1996) consideram as proteases, fosfolipases e hemolisinas os
principais fatores viruléncia que lhe conferem patogenicidade. Outros autores relatam a
cisteina protease de V. harveyi como uma importante exotoxina relacionada a patogenia em
camardes peneideos (LEE et al., 1997; LIU et al., 1997).

Montero e Austin (1999) sugeriram que a toxina letal de V. harveyi para camardes
peneideos seria de natureza lipopolissacaridica. J4 Zhong et al.(2006) relataram que uma
hemolisina do produto extracelular de V. harveyi estaria envolvida na patogénese em
salmonideos. Resultados semelhantes foram encontrados por Intaraprasong et al. (2009), ao
detectarem a viruléncia por conversao lisogénica.

Em geral, hemolisinas bacterianas tém sido sugeridas como importantes fatores de
viruléncia em Vibrio, causando desde diarréia a septicemias hemorragicas em seres humanos

(ZHONG et al., 2006,).

2.6.4. Vibrio mimicus

Esse micro-organismo ¢ um patégeno humano, intimamente relacionado ao V.
cholerae ndo O1, sendo considerado um agente etioldgico de surtos de intoxicagdo alimentar
devido ao consumo de pescado cru ou mal cozido (DAVIS et al., 1981; SHAH; DEOKULE,
2006; SHANDERA et al., 1983).

Embora uma série de fatores extracelulares sejam produzidos pela bactéria, a
hemolisina de V. mimicus (VMH) se destaca por possuir atividades tanto hemolitica quanto
enterotoxica (CHOWDHURY; MIYOSHI; SHINODA; 1990; SHI et al., 1998; SULTAN;
MIYOSHI; SHINODA, 2007). Lee et al. (1997) relatam outros fatores de viruléncia, tais
como fosfolipases, hemaglutinias e proteases como relacionados a patogenicidade em
humanos.

Rahman et al. (1997) relatam uma homologia de 76% entre o gene percussor de
VMH e o gene prercursor da toxina enterotoxica, hlyA, por V. cholerae bidtipo El Tor.
Shinoda ef al. (2004) relacionam a presenca de VMH tanto em cepas de origem clinica quanto

ambiente.
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2.6.5. Vibrio parahaemolyticus

O primeiro relato de infec¢do por V. parahaemolyticus ocorreu em 1951, no
Japdo, devido a um surto envolvendo sardinha semi-seca (conhecida como shirasu) nao
cozida. Desde entdo, essa bactéria tem sido apontada como a principal causa de intoxicagdo
alimentar em Taiwan e no Japao (CHAO et al., 2009). No Brasil, o primeiro relato de cepas
desse micro-organismo, potencialmente virulentas, foi realizado por Hofer et al. (1983) no
municipio de Cascavel, Ceara.

A viruléncia desse micro-organismo tem sido associada ao fendmento Kanagawa
(KP), que se caracteriza pela B-hemolise em meio agar Wagatsuma, comum em amostras
clinicas (MIYAMOTO et al., 1969). Acredita-se que este fendmeno seja induzido pela
hemolisina termoestavel direta (TDH), codificada pelo gene tdh (NISHIBUCHI et al., 1992).
Outra hemolisina termoestavel, conhecida como hemolisina termoestavel relacionada (TRH),
codificada pelo gene t7h, tem sido descrita em cepas de V. parahaemolyticus KP negativas por
desempenhar um papel importante na causa de diarreias (HONDA et al., 1987; HONDA; NI;
MIWATANI, 1988).

A producdo de urease que, até entdo, ndo era associada a cepas de V.
parahaemolyticus, foi relatada em 7,5% dos isolados clinicos na Tailandia, dos quais a
maioria apresentou os genes tdh e trh. Suthienkul ef al. (1996) sugerem que a producao dessa
enzima, associada a presenca do gene tdh, sejam usados como marcadores de viruléncia em V.
parahaemolyticus.

Mais de 90% dos isolados clinicos de V. parahaemolyticus possuem a hemolisina
TDH (DE PAOLA et al., 1990;. DEPAOLA et al., 2000; KAYSNER et al, 1990;.WONG et
al., 2000). Em contraste, os genes tdh e trh sao pouco relatados em cepas ambientais (SHIRAI
et al., 1990;. KISHISHITA et al., 1992). Honda e Lida (1993) acreditam que, no ambiente,
cerca de 1 a 2% das cepas de V. parahaemolyticus apresentem os marcadores que lhe
conferem viruléncia.

A presenga desse micro-organismo em animais cultivados, principalmente em
ostras, tem sido relatada a presenga em recentes trabalhos (MATSUMOTO et al., 2000;
VIEIRA et al., 2010). O grande problema desses alimentos ¢ devido ao fato de serem
consumidos crus ou por ndo passarem por um processo de coc¢do adequado. Dessa forma,
ostras, sushis, ou quaisquer pratos prontos para 0 consumo cru representam riscos por serem

veiculos potenciais de V. parahaemolyticus.
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2.6.6. Outras espécies de Vibrio

Poucos estudos tém evidenciado a presencga de fatores de viruléncia nas espécies
V. calviensis, V. diabolicus, V. fortis, V. gigantis, V. litoralis, V. ruber ¢ V. rumoiensis,
embora sua deteccdo seja cada vez mais comum em ambientes de cultivo de organismos
marinhos (MENEZES, 2005; VIEIRA et al., 2010). Em contrapartida, ja ¢ conhecido o efeito
da protease de V. proteolyticus sobre o microcrustaceo Artemia sp., embora ndo haja relatos

do seu potencial patogénicos em seres humanos e organismos cultivados (MORENO;

LANDGRAF; 1998).



3. MATERIAL E METODOS

3.1. Origem das cepas

Foram selecionadas 70 cepas de Vibrio spp., previamente identificadas com base
na chave bioquimica de Noguerola e Blanch (2008), e estocadas na bacterioteca do
Laboratdorio de Microbiologia Ambiental e do Pescado, do Instituto de Ciéncias do Mar —

LABOMAR/UFC (Quadro 1). As cepas foram isoladas da agua e do sedimento do Estuario

do rio Acarau em janeiro de 2009.

Quadro 1 — Numero de cepas de Vibrio spp., por espécie e origem, selecionadas para o

experimento.
- Origem
Espécies Agua Sedimento Total
Vibrio calviensis 1 0 1
Vibrio cholerae 1 2 3
Vibrio coralliilyticus 10 8 18
Vibrio diabolicus 1 2 3
Vibrio fortis 0 1 1
Vibrio gigantis 1 0 1
Vibrio harveyi 0 1 1
Vibrio litoralis 1 0 1
Vibrio logei 1 0 1
Vibrio mimicus 13 19 32
Vibrio parahaemolyticus 2 0 2
Vibrio proteolyticus 2 2 2
Vibrio ruber 0 1 1
Vibrio rumoiensis 0 1 1
Total 33 37 70

3.2. Verificacio da pureza das cepas

3.2.1. Analise morfotintorial
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De cada cepa selecionada, foi retirada uma por¢ao do indculo e semeada em tubos
contendo agar tripticase soja acrescido de 1% de cloreto se sodio (p/v) (TSA 1%) (Difco). O
material renovado foi incubado a 35°C por 24 h em estufa bacteriologica (Fanem). Apos esse
periodo, foi realizada a analise morfotintorial de Gram como descrito por Tortora; Funke;
Case (2005). As cepas que se apresentaram como células Gram-negativas, na forma de

bastonetes ligeiramente curvados, foram consideradas do género Vibrio.

3.2.2. Analise morfoldgica das colonias

As 70 cepas do género Vibrio, na analise morfotintorial, foram semeadas em tubos
contendo dgua peptonada alcalina acrescida de 1% de cloreto de sédio (p/v) (APA 1%). O
material renovado foi incubado a 35°C por 24 h em estufa bacteriologica. Posteriormente,
uma por¢ao do material crescido foi estriado em placas contendo agar tiossulfato citrato bile e
sacarose (TCBS) (Difco), com o auxilio de uma al¢a de niquel - cromo, e incubadas a 35°C
por 24 h. Para cada cepa, foi avaliada a disposicdo e uniformidade do tamanho das coldnias
crescidas no agar TCBS, o uso ou ndo da sacarose presente no meio (sacarose positivas ou
sacarose negativas) e comparado aos resultados obtidos na identificagdo prévia. As cepas que

apresentaram resultados similares aos originais foram consideradas puras.

3.3. Antibiograma

O antibiograma das cepas de Vibrio spp. purificadas foi realizado segundo as
recomendacdes do Clinical Laboratory and Standards Institute na 20* edicao do Performance
Standards for Antimicrobial Susceptibility Tests (CLSI, 2010). O procedimento foi realizado
utilizando-se agar Mueller-Hinton (Difco) diluido em agua destilada (ensaio MH+AD) e em
agua do mar (ensaio MH+AM). Foram utilizadas as cepas-padrdo de Vibrio cholerae classico

516B e Escherichia coli ATCC 25922 como controles no teste.
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3.3.1. Ensaio com agua destilada (MH+AD)

3.3.1.1. Preparo da emulsdo do Inoculo

De culturas crescidas em TSA 1% a 35°C por 24 h, foi retirada uma porcao do
in6culo e homogeneizada em 9 mL de solugdo salina 1 % de cloreto de sddio (p/v) (Vetec) até
se obter uma turvacao equivalente a turbidez 0,5 na escala de MacFarland. A absorbancia foi
aferida em espectrofotdometro (Micronal), sendo considerado o intervalo entre 0,08 ¢ 0,10, em
um comprimento de onda de 625 nm. A turbidez 6ptica comparavel a solugdo padrao 0,5 de
MacFarland equivale a uma suspensio contendo, aproximadamente, 1 x 10° unidades

formadoras de colonia por mililitro (UFC / mL) (CLSI, 2010) (Figura 1).

3.3.1.2. Inoculagao nas placas de teste

Das emulsdes com turbidez ajustada, foram inoculadas, em duplicata, em placas
contendo agar Mueller-Hinton acrescido de 1% de cloreto de sodio (p/v), solubilizado em
agua destilada, com auxilio de um swab de algoddo estéril. As placas foram mantidas
fechadas e os discos de antimicrobianos depositados em um periodo ndo superior a 15 min.

apos inoculacdo (CLSI, 2010) (Figura 1).

3.3.1.3. Aplica¢do dos discos de antimicrobianos

Foi testada a susceptibilidade das cepas de Vibrio aos antimicrobianos (Laborclin)
das classes: aminoglicosideos, estreptomicina 10 pg (EST) e gentamicina 10 pg (GEN);
cefalosporinas, cefalotina 30 pg (CFL), cefotaxima 30 pg (CTX) e ceftriaxona 30 pg (CRO);
fenicois, cloranfenicol 30 pg (CLO); fluorquinolonas, ciprofloxacin 5 npg (CIP);
monobactamicos, aztreonam 30 pg (ATM); penicilinas, ampicilina 10 pg (AMP) e

penicilina 10 U (PEN); quinolonas, acido nalidixico 30 pg (NAL); sulfonamidas,
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sulfazotrim 25 pg (SUT) e tetraciclinas, tetraciclina 30 ug (TET). Além desses, foi testada a
susceptibilidade antimicrobiana a oxitetraciclina 30 pg (OTC) (Des-Far), sendo
confeccionados os discos conforme recomendagdes do CLSI (2010). Os discos de
antimicrobianos foram depositados, individualmente, com auxilio de uma pinga estéril na
superficie do 4gar. Posteriormente a aplicacdo dos discos, as placas foram invertidas e

incubadas em estufa a 35°C por 24 h (CLSI, 2010) (Figura 1).

3.3.1.4. Leitura dos halos e interpretagdo dos resultados

Apos o periodo de incubagdo, cada placa foi examinada a fim de verificar se foi
satisfatoriamente semeada. A formacgdo de halos, uniformemente circulares, e a presenga de
um tapete confluente de crescimento indicaram a inoculagdo correta. Os halos de inibicao
total foram mensurados, incluindo o didmetro do disco. De acordo com o tamanho de cada
halo, a cepa foi classificada como sensivel (S), intermediaria (I) ou resistente (R) ao
antimicrobiano testado. O padrdo interpretativo do tamanho dos halos, para cada

antimicrobiano testado, esta detalhado no quadro 2 (CLSI, 2010).
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Figura 1 — Fluxograma do antibiograma das cepas de Vibrio spp.



Quadro 2 — Padrao interpretativo das zonas de inibi¢do dos antimicrobianos testados.
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Antimicrobianos Simbolo C.OHC' Zona de InbisFo (mm) Micro-orgilnis.mo de
disco* | Sensivel | Intermedisrio ‘ Resistente Referéncia
Ampicilina AMP 10 pg >17 14 - 16 <13 Vibrio cholerae
Aztreonam ATM 30 pg >21 18-20 <17 Enterobacteriaceae
Cefalotina CFL 30 pg >18 15-17 <14 Enterobacteriaceae
Ciprofloxacin CIP 5pug >21 16 -20 <15 Enterobacteriaceae
Cloranfenicol CLO 30 ug > 18 13-17 <12 Vibrio cholerae
Ceftriaxona CRO 30 ng >23 20 -22 <19 Enterobacteriaceae
Cefotaxima CTX 30 pg >26 23-25 <22 Enterobacteriaceae
Estreptomicina EST 10 pg >15 12-14 <11 Enterobacteriaceae
Gentamicina GEN 10 pg >15 13-14 <12 Enterobacteriaceae
Acido nalidixico NAL  30pg >19 14-18 <13 Enterobacteriaceae
Oxitetraciclina OTC 30 ug >19 15-18 <14 Enterobacteriaceae
Penicilina PEN 10U >15 - <14 Enterococcus
Sulfazotrim SUT  25ug >16 11-15 <10 Vibrio cholerae
Tetraciclina TET  30pg >19 15-18 <14 Vibrio cholerae

Fonte: CLSI, 2010

*Conc. disco = concentragao do disco

3.3.2. Ensaio com adgua do mar (MH+AM)

3.3.2.1. Preparo da 4gua do mar com salinidade 20

A agua, recém coletada em alto mar na costa de Fortaleza, foi filtrada,

inicialmente, em papel de filtro de 110 mm (Whatman), seguido de filtragdo a vacuo com uso

do kit de filtracdo com membrana de 0,22 um de poro (Biosystems). Apos, foi transferida para

garrafas de vidro, previamente esterilizadas, com capacidade para 1 L. A salinidade foi

aferida em refratometro (Micronal) e ajustada, por diluicdo simples em 4gua destilada, até se

obter uma salinidade final de 20. Antes do uso, a 4gua com salinidade ajustada, foi

autoclavada a 121°C por 15 min. O antibiograma foi realizado segundo procedimento descrito

no item 3.3.1, porém com a solubilizacdo do agar Mueller-Hinton na 4gua do mar com

salinidade 20.




34

3.4. Cura do plasmidio

As cepas de Vibrio spp. caracterizadas como resistentes aos antimicrobianos
testados foram submetidas a cura do plasmidio pelo agente curagénico acridine orange
(Sigma), de forma a se verificar a natureza da resisténcia como potencialmente cromossdmica
ou plasmidial (MOLINA-AJA et al., 2002; VIEIRA et al., 2010). Culturas puras foram
semeadas em tubos contendo caldo Luria Bertani 1% de NaCl (p/v) (LB 1%) acrescido de 100
ng / mL de acridine orange e LB 1% sem adi¢ao do agente curagénico (controle), e incubadas
a 35°C por 24 h. Apos este periodo, as cepas foram inoculadas em tubos com TSA 1% e
incubadas a 35°C por 24 h. O antibiograma das cepas resistentes foi realizado segundo
procedimento descrito no item 3.3.1. Caso as cepas permanecessem resistentes ao
antimicrobiano testado, essa resisténcia seria caracterizada como potencialmente

cromossomial, ao contrario, plasmidial.

3.5. Determinacio da concentrac¢io inibitoria minima (CIM)

A determinagdo da concentragdo inibitéria minima (CIM) foi realizada para as
cepas com perfil de resisténcia, nos ensaios com agua destilada (MH+AD) e agua do mar
(MH+AM), aos antimicrobianos ampicilina (AMP), oxitetraciclina (OTC) e tetraciclina
(TET). Segundo as recomendag¢des do CLSI (2010), foi utilizada a técnica de macrodiluigdo
em caldo Mueller-Hinton (MH), em dois ensaios, sendo o primeiro, MH acrescido de 1% de
NaCl (p/v) e solubilizado em agua destilada (ensaio CIM+AD) e, o segundo, MH solubilizado

em agua do mar com salinidade 20 (ensaio CIM+AM).

3.5.1. Preparo das solugdes estoque dos antimicrobianos

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

antimicrobiano e estabelecendo-se a concentracao de 1.000 pug / mL (CLSI, 2010).
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3.5.1.1. Ampicilina

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

filtracdo a vicuo em membrana de 0,22 pm de poro (Millipore).

3.5.1.2. Oxitetraciclina

Foram suspensos 0,06 g de oxitetraciclina, considerando-se uma pureza de 82,5%,
e solubilizados em alcool metilico (Vetec). Apds, foi diluido em 100 mL de adgua destilada. A

solugdo foi esterilizada por filtragdo a vacuo em membrana de 0,22 um de poro (Millipore).

3.5.1.3. Tetraciclina

Foram suspensos 0,05 g de tetraciclina (Sigma T3258) solubilizados e diluidos em
100 mL de agua destilada. A solugdo foi esterilizada por filtragdo a vicuo em membrana de

0,22 um de poro (Millipore).

3.5.2. Preparo dos tubos com antimicrobianos

O tubos foram preparados com concentra¢des de antimicrobiano que variaram de
0 (controle) a 1.024 pg, sem que o volume de antimicrobiano ultrapassasse 40% do volume

final no tubo (5 mL). A adicao das aliquotas dos antimicrobianos, a partir dos estoques, foi
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realizada apos esterilizagdo dos tubos dos ensaios CIM+AD ou CIM+AM em autoclave a

121°C por 15 min. (CLSI, 2010).

3.5.3. Preparo do inoculo

O indculo padrao inicial foi obtido com base no procedimento descrito no item
3.3.1.1, com turbidez semelhante a solu¢ao 0,5 na escala de MacFarland. Para se obter a
concentragdo final de bactérias do teste CIM, aproximadamente 5 x 10° UFC / mL, o inéculo
inicial foi diluido na proporcao de 1:10, correspondendo a uma concentragao bacteriana de 1
x 10" UFC / mL. Desta diluicdo foi retirada uma aliquota de 50 pL e inoculada nos tubos, em
duplicata, com diferentes concentragdes dos antimicrobianos, nos ensaios CIM+AD e

CIM+AM, bem como no tubo controle e incubados a 35°C por 24 h (CLSI, 2010).

3.5.4. Interpretacao dos resultados

Apos o periodo de incubagdo, foi verificado se houve turvagdo ou nao, nos tubos
inoculados, a partir do tubo controle até¢ aquele com maior concentracdo do antimicrobiano.
Foi considerada a concentragdo inibitéria minima (CIM), da cepa analisada, a menor
concentragdo de antimicrobiano, na qual ndo foi verificada turvagdo do meio. Porém, para o
ensaio CIM+AM, foi necessaria a confirmagao do crescimento através do plaqueamento, pela
técnica de pour plate, de 1 mL do caldo em agar padrdo para contagem (PCA) contendo 1%
de NaCl (p/v). As placas foram incubadas em estufa a 35°C por 24 h e a positividade foi
considerada quando houve crescimento de coldnias, determinando-se, dessa forma, a

concentracao bactericida minima.

3.6. Calculo do indice de multipla resisténcia antimicrobiana (MAR)



37

O indice de multipla resisténcia antimicrobiana (do inglés multiple antibiotic
resistance) por isolado (MAR) foi calculado para as cepas de Vibrio spp. que apresentaram
resisténcia a duas ou mais classes de antimicrobianos, pela formula a/b, onde a ¢ o nimero de
classes de antimicrobianos que a cepa se mostrou resistente € b o niamero total de classes de
antimicrobianos. Caso esse indice fosse superior a 0,20 a cepa era considerada
multirresistente (KRUMPERMAN, 1983). O indice foi proposto nos dois ensaios: MH+AD
(MARp) e MH+AM (MARy).

3.7. Fatores preliminares de viruléncia

Foi analisada a presenca ou auséncia dos fatores preliminares de viruléncia
amilase, B-hemolise, caseinase, DNase, elastase, fosfolipase, gelatinase, lipase e urease com
base nas metodologias propostas por Furniss, Lee ¢ Donovan (1979), Rodrigues et al. (1993)

e Rust; Messing; Iglewski (1994).

3.7.1. Amilase

As cepas foram inoculadas em placas contendo agar nutriente (Difco) com 1% de
NaCl (p/v), suplementado com 0,1% (p/v) de amido soluvel, e incubadas a 35°C por 48 h.
Para verificacdo da zona de ag¢do da enzima amilase, foi adicionado lugol 1% (p/v) nas placas
ap6s o periodo de incubagdo. O lugol forma um complexo com o amido presente no meio,
tornando-o roxo e revelando a agdo da enzima amilase pela presenca de um halo transparente

ao redor do inoculo.

3.7.2. B-hemolise

As cepas puras foram renovadas em tubos com agar TSA 1% e incubadas a 35°C
por 24 h. Em cada placa de Agar Wagatsuma (Anexo) foram inoculadas até quatro cepas com

auxilio da uma al¢a de niquel-cromo, de forma que os pontos de inoculagdo fossem
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equidistantes. As placas foram incubadas a 35°C por 24 h. O surgimento de um halo

transparente ao redor do inoculo (B-hemdlise) caracterizou a positividade do teste.

3.7.3. Caseinase

As cepas foram inoculadas em placas contendo agar nutriente 1% NaCl (p/v),
suplementado com 5% (p/v) de leite em p6 desnatado (Molico) e incubadas a 35°C por 24 h.

A presenga de um halo transparente ao redor do inoculo indicou a positividade do teste.

3.7.4. DNase

A cepas foram inoculadas em placas contendo 4gar DNase (Difco) com 1% de
NaCl (p/v) (p/v), suplementado com 0,01% (p/v) de azul de toluidina e incubadas a 35°C por
48 h. A zona de acdo da enzima DNase foi caracterizada pela presenca de uma regido rosea ao

redor do inoculo.

3.7.5. Elastase

As cepas puras foram renovadas em tubos com agar TSA 1% e incubadas a 35°C
por 24 h. Em cada placa foram inoculadas quatro (4) cepas com auxilio de uma al¢a de
niquel-cromo, de forma que os pontos de inoculagdo fossem equidistantes. As placas foram
incubadas a 35°C por 48 h. O surgimento de um halo transparente ao redor do indculo

(hidroélise da elastina) caracterizou a positividade do teste.

3.7.6. Fosfolipase
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As cepas foram inoculadas em placas contendo 4agar TSA 1% de NaCl (p/v)
acrescido com 1% de emulsdo de gema de ovo (v/v) e incubadas a 35°C por 24 h. O
aparecimento de um halo opalescente ao redor do indculo bacteriano indicou a positividade no

teste.

3.7.7. Gelatinase

As cepas foram inoculadas em placas contendo 4gar TSA 1% de NaCl (p/v)
acrescido com 0,1% de gelatina (v/v) e incubadas a 35°C por 24 h. Para verificacdo da zona
de agdo da enzima gelatinase, foi adicionada uma solu¢do saturada de sulfato de amodnia nas

placas apds o periodo de incubagdo, revelando um halo transparente.

3.7.8. Lipase

As cepas foram inoculadas em placas contendo 4agar TSA 1% de NaCl (p/v)
acrescido com 1% de Tween 80 (Vetec) (v/v) e incubadas a 35°C por 24 h. O aparecimento de

um halo opalescente ao redor do indculo bacteriano indicou a positividade no teste.

3.7.9. Urease

As cepas foram inoculadas em tubos contendo caldo uréia (Difco) e incubadas a
35°C / 24 h. O resultado positivo da presenca da enzima urease, pela reducdo da ureia em
produtos de natureza alcalina (como amdnia), foi caracterizado pela mudanga da cor marrom

original do caldo para résea.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

O numero de cepas de Vibrio spp. com perfil antimicrobiano sensivel,
intermediario e resistente, nos ensaios com agar Mueller-Hinton solubilizado em agua

destilada (MH+AD) e em agua do mar 20 ppt (MH+AM), esta detalhado na tabela 1.

Tabela 1 — Numero de cepas de Vibrio spp. isoladas da agua e sedimento do estuario do rio Acarau e o perfil de
sensibilidade a antimicrobiano em d4gar Mueller-Hinton solubilizado em 4gua destilada e em agua do mar 20

ppt.

Antimicrobiano Agar MH em agua destilada Agar MH em 4gua do mar 20 ppt
s | I | R s ] I | R
Ampicilina AMP 34 10 26 30 11 29
Aztreonam ATM 65 2 3 54 11 5
Cefalotina CFL 39 5 26 35 1 34
Ciprofloxacin CIP 70 0 0 58 11 1
Cloranfenicol CLO 68 1 1 69 1 0
Ceftriaxona CRO 67 3 0 68 2 0
Cefotaxima CTX 67 3 0 69 1 0
Estreptomicina EST 70 0 0 15 34 21
Gentamicina GEN 70 0 0 37 13 20
Acido Nalidixico NAL 70 0 0 36 29 5
Oxitetraciclina OTC 59 3 8 2 0 68
Penicilina G PEN 23 * 47 13 * 57
Sulfazotrim SUT 70 0 0 67 0 3
Tetraciclina TET 58 6 6 3 0 67

S = sensivel, I = intermediario, R = resistente.
* ndo ha caracterizagdo intermediaria para penicilina G.

No ensaio MH+AD, todas as cepas apresentaram sensibilidade aos
antimicrobianos CIP, EST, GEN, NAL e SUT. Em contrapartida, foi constatada resisténcia
para 26 (37,1%) cepas a AMP, 3 (4,3%) a ATM, 26 (37,1%) a CFL, 1 (1,4%) a CLO, 8
(11,4%) a OTC, 47 (67,1%) a PEN e 6 (8,6%) a TET (FIGURA 2).

Jones, Dennison e Preston (2001) acreditam que grandes perdas na carcinicultura,
a partir de surtos de bacterioses ocorridos na Asia e América Latina, tenham sido ocasionadas
pela propria microbiota natural dos efluentes modificada pelo impacto da atividade,
principalmente pelo uso de antimicrobianos. Uno et al. (2006) verificaram residuos de
oxitetracilcina em camardes cultivados, comprovando, assim, o uso continuo e inapropriado
deste antimicrobiano no combate de doengas e, erroneamente, usado como aditivo nutricional.

Além disso, Kemper (2008) afirmam que os antimicrobianos ndao s3ao plenamente
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metabolizados pelo organismo animal, dessa forma, s3o secretados pela urina e fezes, na
forma do composto original ou parcialmente metabolizado. Uma vez no ambiente, os residuos
de antimicrobianos podem se acumular no solo, sofrer lixiviagdo ou, ainda, serem
transportados, via escoamento superficial, para os corpos hidricos (DIAZ-CRUZ; ALDA;
BARCELO, 2003).
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Figura 2 — Percentual de cepas de Vibrio spp. isolados da agua e sedimento do estuario do rio Acarat/CE com

perfil sensivel, intermediario e resistente aos antimicrobianos testados no ensaio MH+AD.
AMP: ampicilina, ATM: aztreonam, CFL: cefalotina, CIP: ciprofloxacin, CLO: cloranfenicol, CRO: ceftriaxona, CTX: cefotaxima, EST:
estreptomicina, GEN: gentamicina, NAL: 4cido nalidixico, OTC: oxitetraciclina, PEN: penicilina G, SUT: sulfazotrim e TET: tetraciclina.

O impacto de efluentes da carcinicultura sobre Vibrio spp. de estudrios do estado
do Ceara foi investigado por Menezes (2005). O autor concluiu que a atividade nao exerce
impacto sobre a diversidade do género, embora seja aceitavel que bactérias confinadas em
ambientes de cultivo possam ser submetidas a sele¢do de cepas resistentes pelo uso de
antimicrobianos (PFEFFER; HITE; OLIVER, 2003).

A presenca de cepas resistentes a diferentes classes de antimicrobianos
(multirresistentes) nos ambientes de cultivo é uma preocupacdo, uma vez que, certamente,
elas serdo carreadas para os corpos hidricos, favorecendo a disseminacdo de elementos de

resisténcia, tais como plasmidios (KUMMERER, 2003). Costa et al. (2008) encontraram
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elevada resisténcia a ampicilina (25%) nas cepas de Vibrio spp. isoladas da dgua de cultivo de
camardo marinho Lifopenaeus vannamei. Ja Lima et al. (2005), em pesquisa de Vibrio spp. na
agua de cultivo de tilapias (Oreochromis niloticus), relataram resisténcia a todos os
antimicrobianos analisados. Os mesmos autores ressaltam que essa resisténcia pode nao estar
apenas relacionada ao uso indiscriminado de antimicrobianos na atividade aquicola, mas
também pode ser uma caracteristica fenotipica natural da propria cepa.

Rebougas ef al. (2011), em andlise da dgua de viveiros de cultivo de camarao
marinho Litopeanaues vannamei, encontraram alto percentual de cepas de Vibrio spp.
resistentes a ampicilina e a tetraciclina. Resisténcia a ampicilina também foi relatada por
Ferrini et al. (2008) em Vibrio spp. isolados de alimentos de origem marinha. Esses autores
associam a alta taxa de resisténcia encontrada a presenga de cepas resistentes no ambiente de
origem. Vaseeharan et al. (2005) consideram essa resisténcia a ampicilina comum entre os
isolados de Vibrio spp., principalmente, em decorréncia do histdrico de extensivo uso clinico
do antimicrobiano.

No Brasil, o uso de oxitetraciclina ¢ bastante comum em pisciculturas comerciais
como medida profildtica e para o controle de surtos de doengas bacterianas (PEREIRA
JUNIOR et al., 2006). Além disso, segundo Wang et al. (2008), também ¢ amplamente
utilizado na pratica veterinaria, erroneamente, como aditivo na alimentagdo, para promover o
crescimento, devido seu amplo espectro de a¢do contra bactérias e seu baixo custo. Seu uso
continuo pode causar aumento da freqiiéncia de isolados bacterianos resistentes ¢ aumentar,
quantitativamente, a resisténcia, dificultando tratamentos futuros e elevando o risco para a
cadeia alimentar humana (REED; SIEWICKI; SHAH, 2004). Apesar da ampla utilizagdo, nao
ha regulamentacao para o uso deste antimicrobiano.

Quanto as espécies de Vibrio analisadas, todas apresentaram, pelo menos, uma
cepa resistente aos antimicrobianos testados. As maiores recorréncias foram de V. mimicus, e
V. coralliilyticus. Este fato pode ser justificado por essas duas espécies terem os maiores
numeros de cepas em analise, embora, tenha acontecido também resisténcia em espécies que

apresentaram apenas um representante (Tabela 2).
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Tabela 2 — Numero de cepas de Vibrio spp., por espécie, isolados da 4dgua e do sedimento do estudrio do rio Acarat/CE com perfil de resisténcia aos antimicrobianos
analisados no ensaio MH+AD.

Numero de cepas com perfil de resisténcia por antimicrobiano testado*

Espécies N S “AMP ATM CFL CIP CLO CRO CTX EST GEN NAL OTC PEN SUT TET

V. calviensis 1 0 1 1 1

V. cholerae 3 1 2 2

V. coralliilyticus 18 2 10 9 1 16 1
V. diabolicus 3 0 1 3

V. fortis 1 0 1

V. gigantis 1 0 1 1
V. harveyi 1 0 1 1

V. litoralis 1 0 1

V. logei 1 0 1 1 1
V. mimicus 32 9 9 3 11 1 16 1
V. parahaemolyticus 2 0 1 2 2

V. proteolyticus 2 0 1 2 2 2
V. ruber 1 0 1

V. rumoiensis 1 0 1 1 1

Total 70 12 26 3 26 0 0 0 0 0 0 0 8 47 0 6

*em casos de multirresisténcia, a mesma cepa foi contabilizada para o(s) outro(s) antimicrobiano(s).

N: numero total de cepas por espécie de Vibrio analisada.

S: nimero total de cepas com perfil sensivel por espécie de Vibrio.

AMP: ampicilina, ATM: aztreonam, CFL: cefalotina, CIP: ciprofloxacin, CLO: cloranfenicol, CRO: ceftriaxona, CTX: cefotaxima, EST: estreptomicina, GEN: gentamicina,
NAL: &cido nalidixico, OTC: oxitetraciclina, PEN: penicilina G, SUT: sulfazotrim e TET: tetraciclina.
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A tnica cepa de V. calviensis (VO1) apresentou resisténcia a AMP, CFL e PEN,
enquanto duas de V. cholerae (V03 e V04) a OTC e PEN. A recorréncia de cepas de Vibrio
spp. resistentes a penicilina G também foi relatada por Colares (2010) em estudo de cepas
provenientes da hemolinfa de camardes Litopenaeus vannamei. Tortora, Funke e Case (2005)
explicam que esse antimicrobiano age sobre a sintese da parede celular bacteriana pelo
impedimento das ligagdes transversais entre os peptideoglicanos. Porém, apresenta espectro
de acdo limitado, sendo, basicamente, indicado para o tratamento de bactérias Gram positivas,
como as do género Staphylococcus (KUMMERER, 2003). Além disso, Garau (1994) ressalta
que algumas cepas de V. cholerae sdo capazes de produzir enzimas -lactamases de espectro
expandido (ESBL) e, dessa forma, clivam o anel B-lactdmico presente nos antimicrobianos do
grupo das penicilinas, inativando-os

Resisténcia a CFL foi verificada em cepas das espécies V. calviensis (1), V.
coralliilyticus (9), V. mimicus (11), V. parahaemolyticus (2), V. proteolyticus (2) e V. ruber
(1). Esses resultados demonstram a ineficiéncia desse antimicrobiano frente as cepas de
Vibrio spp. no presente estudo, embora ampla sensibilidade a vibrios ja tenha sido
demonstrada por Saavedra et al. (2004) ¢ Okumura et al. (2009), pesquisando cepas que
acometem o cultivo de robalo (Dicentrarchus labrax) e do ambiente marinho do Japao,
respectivamente.

O perfil intermedidrio para as cepas analisadas foi verificado aos antimicrobianos
AMP, ATM, CFL, CLO, CRO, CTX, OTC e TET. Segundo o CLSI (2010), uma cepa que
apresenta esse perfil ¢ caracterizada como clinicamente tratdvel, pois uma concentragao do
antimicrobiano superior a clinicamente usada pode ser eficaz no tratamento de infecc¢des
decorrentes da mesma. Porém, alguns autores correlacionam esse perfil como resultante de
uma pressao seletiva de baixas concentragdes dos antimicrobianos, frente as bactérias, sendo
um indicio de que um maior percentual dessa populagdo bacteriana tende a resisténcia, dado o
uso de concentragdes cada vez maiores para combaté-las (AKOND et al., 2009; HANNAH et
al., 2005).

Dentre os antimicrobianos testados, CIP, EST, GEN, NAL e SUT apresentaram
100% de eficiéncia contra as cepas analisadas. Mesmo esse resultado sendo satisfatorio, no
ensaio MH+AD, houve recorréncia de cepas multirresistentes (Tabela 3). Essas cepas
caracterizadas como multirresistentes foram das espécies V. calviensis, V. cholerae, V.
coralliilyticus, V. logei, V. mimicus, V. parahaemolyticus, V. proteolyticus e V. rumoiensis.
Nao foram relatadas cepas com resisténcia a mais de duas classes de antimicrobianos nas

espécies de Vibrio analisadas. O indice de multirresisténcia aos antimicrobianos (MARp), no
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ensaio MH+AD, foi calculado para cepas que apresentaram resisténcia a mais de uma classe

de antimicrobianos testados.

Tabela 3 — Numero de cepas de Vibrio spp. isolados da agua e sedimento do estudrio do rio Acarau/CE com
perfil de resisténcia e indice de multirresisténcia por espécie analisada no ensaio MH+AD (MARp).

Numero de cepas resistentes a n classes de

Espécies N S antimicll;obianos MAR,
1 2 >2

V. calviensis 1 0 1 0,22 (1%)
V. cholerae 3 1 2 0,22 (2)
V. coralliilyticus 18 2 6 10 0,22 (10)
V. diabolicus 3 0 3 Hk

V. fortis 1 0 1 wok

V. gigantis 1 0 1 ok

V. harveyi 1 0 1 wok

V. litoralis 1 0 1 wok

V. logei 1 0 1 0,22 (1)
V. mimicus 32 9 11 12 0,22 (11)
V. parahaemolyticus 2 0 2 0,22 (2)
V. proteolyticus 4 0 1 3 0,22 (3)
V. ruber 1 0 1 *ok

V. rumoiensis 1 0 1 0,22 (1)
Total 70 12

N: nimero total de cepas por espécie de Vibrio analisada.

S: nimero total de cepas com perfil sensivel por espécie de Vibrio.

MARp: indice de multirresisténcia a antimicrobianos das cepas de Vibrio spp. no ensaio MH+AD.
* quantidade de cepas da espécie de Vibrio para as quais o indice MAR}, foi calculado.

** ndo apresentou cepas resistentes a mais de uma classe de antimicrobianos.

No geral, o indice MARp, quando calculado, foi de 0,22. As cepas, para as quais o
indice ndo foi calculado foram das espécies V. diabolicus, V. fortis, V. gigantis, V. litoralis, V.
harveyi e V. ruber. Portanto, segundo o proposto por Krumperman (1983), as cepas destas
espécies ndo foram caracterizadas como multirresistentes.

As cepas de V. cholerae (1), V. coralliilyticus (2) e V. mimicus (9) foram sensiveis
a todos os antimicrobianos testados. Embora tenha sido detectada multirresisténcia, os
resultados foram considerados baixos, uma vez que o maximo de classes de antimicrobianos
encontrados, por cepa com multipla resisténcia, foi de resisténcia a duas.

Das 70 cepas analisadas, no ensaio MH+AD, 58 cepas (82,9%) apresentaram
resisténcia a, pelo menos, um antimicrobiano testado, sendo submetidas ao procedimento de
cura do plasmidio pelo agente curagénico acridine orange (Tabela 4). Das 26 (37,1%) cepas
resistentes a AMP, 21 (30%) apresentaram resisténcia caracterizada como plasmidial,

enquanto das 26 (37,1%) para CFL, 8 (11,4%) para OTC, 47 (67,1%) para PEN e 6 (8,6%)
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para TET o mesmo diagndstico de resisténcia foi verificado em 4 (5,7%), 1 (1,4%), 16

(22,6%) e 2 (2,8%), respectivamente.

Tabela 4 — Caracterizacdo da resisténcia em cepas de Vibrio spp. isoladas da agua e sedimento do estuario do rio
Acarat/CE no ensaio MH+AD.

Caracterizacio da resisténcia

Antimicrobianos N° de cepas — —
Cromossomica Plasmidial
Ampicilina (AMP) 26 5(7,1%) 21 (30,0%)
Aztreonam (ATM) 3 0 3 (4,3%)
Cefalotina (CFL) 26 22 (31,4%) 4 (5,7%)
Cloranfenicol (CLO) 1 1 (1,4%) 0
Oxitetraciclina (OTC) 8 7 (10,0%) 1 (1,4%)
Penicilina G (PEN) 47 31(44,3%) 16 (22,6%)
Tetraciclina (TET) 6 4 (5,7%) 2 (2,8%)

A tnica cepa resistente a CLO (V50) teve sua resisténcia caracterizada como
cromossOmica. Em contrapartida, as trés cepas resistentes a ATM (V36, V37 e V43) tiveram
sua resisténcia caracterizada como plasmidial. Em ambos os casos, as cepas eram da espécie
V. mimicus.

Colares (2010) relata maior recorréncia de resisténcia de natureza cromossomica,
em Vibrio spp. isolado de camardes peneideos, aos antimicrobianos CFL e PEN, fato
confirmado no presente estudo. Embora tenha sido verificada incidéncia de resisténcia
cromossdmica, o maior percentual de resisténcia plasmidial foi verificado ao antimicrobiano
AMP (30,0%) (Tabela 4). Molina-Aja et al. (2002), em estudo sobre perfil plasmidial e
resisténcia a antibioticos em cepas de Vibrio isoladas de peneideos, atribuem a um plasmidio
de 21.226 pares de bases (pb) a capacidade de codificar resisténcia a cefalotina,
caracterizando, dessa forma, como plasmidial.

Na maioria dos casos, a resisténcia a antimicrobianos mediada por genes
cromossOmicos ocorre devido a uma modificagdo do seu sitio de ag¢do, em contraste ao
plasmidio R, que ¢ devido a genes que codificam novas enzimas que inativam a droga ou
impedem sua absor¢ao ou efluxo (MADIGAN; MARTINKO; PARKER, 2004).

Cepas bacterianas com resisténcia plasmidial representam um problema de saude
publica, pois elementos genéticos de resisténcia podem ser facilmente disseminados por esses
micro-organismos para outros da mesma espécie ou de espécies diferentes (TRABULSI;

ALTERTHUM, 2005). J4 ¢ sabido que outros elementos genéticos, os integrons, podem ser
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disseminados e inseridos no cromossomo bacteriano, como verificado em cepas de V.

cholerae (FLUIT; SCHIMITZ, 2004).

Para as cepas resistentes a AMP (26), OTC (8) e TET (6), no ensaio MH+AD, foi

determinada a concentracao inibitéria minima (CIM+AD), como detalhado na tabela 5.

Tabela 5 — Concentracgao Inibitéria Minima (CIM) dos antimicrobianos ampicilina (AMP), oxitetraciclina (OTC)
e tetraciclina (TET) por espécie de Vibrio resistentes, no ensaio MH+AD, isoladas da agua e sedimento do

estuario do rio Acarau/CE.

Espécies

Ampicilina (AMP) pg/mL

16 32 64 128 256 > 256

V. calviensis

V. coralliilyticus

V. diabolicus

V. harveyi

V. logei

V. mimicus

V. parahaemolyticus

V. rumoiensis

1
1 1 8

1

Oxitetracilcina (OTC) pg/mL

V. cholerae
V. coralliilyticus
V. gigantis
V. mimicus
V. proteolyticus

V. rumoiensis

2
1

2
1

Tetraciclina (TET) pg/mL

V. coralliilyticus
V. gigantis

V. logei

V. mimicus

V. proteolyticus

1
2

1
1
1

N: numero total de cepas por espécie de Vibrio analisada.

Em nenhuma das cepas analisadas foi verificada CIM superior a 256 pg/mL para

os trés antimicrobianos testados, da mesma forma que ndo foi verificada CIM menor que 32



48

ug/mL. No geral, a CIM variou de 32 a 256 pg/mL para AMP, 32 a 128 pg/mL para OTC e
32 a 64 pg/mL para TET (Tabela 5).

Os menores valores de CIM para AMP foram relatados para cepas de V. calviensis
(1), V. coralliilyticus (1) e V. mimicus (2), enquanto que, para OTC, foram para as espécies V.
cholerae (2) e V. coralliilyticus (1) e para TET, V. coralliilyticuss (1), V. gigantis (1) e V.
logei (1) e V. proteolyticus (2).

Avaliando o perfil de sensibilidade de cepas de Aeromonas hidrophila, Pereira
Janior et al. (2006) encontraram resisténcia a OTC com valores de CIM entre 100 a 800
png/mL. Ja Roque et al. (2001), ao analisar o perfil de susceptibilidade de cepas de Vibrio
isoladas de camarao cultivado, encontraram CIM média de 304 ug/mL. Altos valores de CIM
para OTC também foram encontrados por Reboucas et al. (2011), ao avaliar cepas de Vibrio
spp. da agua de viveiros de peneideos, encontrando valores entre 434 e 698 ug/mL.

Colares (2010) determinando valores de CIM para TET em cepas de Vibrio
isoladas da hemolinfa de camardo marinho Litopenaeus vannamei, encontrou valores abaixo
de 32 ng/mL, discordando dos dados do presente trabalho.

No ensaio da avaliagdo da influéncia da agua do mar, no perfil de resisténcia
antimicrobiana das cepas de Vibrio spp. isoladas, foi verificada recorréncia da resisténcia a 11
dos 14 antimicrobianos testados. Dentre as cepas, 29 (41,4%) cepas foram resistentes a AMP,
5(7,2%) a ATM, 34 (48,6%) a CFL, 1 (1,4%) a CIP, 21 (30,0%) a EST, 20 (28,5%) a GEN, 5
(7,1%) a NAL, 68 (97,1%) a OTC, 57 (81,4%) a PEN, 3 (4,3%) a SUT e 67 (95,7%) a TET
(Tabelal, Figura 3). As maiores alteracdes do perfil de susceptibilidade antimicrobiana das
cepas analisadas, entre os MH+AD e MH+AM, ocorreram para EST, GEN, OTC e TET.

Quanto as espécies de Vibrio analisadas, no ensaio MH+AM, todas as cepas
foram resistentes a, pelo menos, uma classe de antimicrobianos (Tabela 6). A tnica cepa de V.
calviensis (VO1), que no ensaio MH+AD apresentou resisténcia a AMP, CFL e PEN, neste
ensaio (MH+AM) modificou completamente seu perfil, passando a expressar resisténcia a
EST, GEN, OTC e TET. Foram constatadas resisténcias a cepas de todas as espécies testadas
a OTC (69) e TET (68). Em comparagao ao ensaio MH+AD, houve aumento no niumero de
cepas resistentes a todos os antimicrobianos testados, com excecao de CLO, CRO e CTX. A

esses antimicrobianos nenhuma cepa testada apresentou resisténcia.
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Figura 3 — Percentual de cepas de Vibrio spp. isolados da agua e sedimento do estuario do rio Acarat/CE com
perfil sensivel, intermediario e resistente aos antimicrobianos testados no ensaio MH+AM.

AMP: ampicilina, ATM: aztreonam, CFL: cefalotina, CIP: ciprofloxacin, CLO: cloranfenicol, CRO: ceftriaxona,
CTX: cefotaxima, EST: estreptomicina, GEN: gentamicina, NAL: acido nalidixico, OTC: oxitetraciclina, PEN:
penicilina G, SUT: sulfazotrim e TET: tetraciclina.

Sabe-se que certos componentes da dgua do mar podem influenciar a
susceptibilidade das bactérias aos agentes de varios modos. As alteracdes observadas nas
concentragdes inibitérias minimas (CIM) devido a adicdo de agua do mar podem ser
explicadas tanto pelos efeitos sobre a fisiologia da bactéria como pelas interagdes com a
propria substancia antimicrobiana (LUNESTAD; SAMUELSEN, 2001; TORKILDSEN et al.,
2000).

Segundo Kummerer ¢ Henninger (2003), as tetraciclinas agem sobre a sintese
protéica bacteriana, interferindo na fixacdo do t-RNA e, consequentemente, impedindo a
adicao de aminodacidos a cadeia polipeptidica. De fato, essa mudanga no perfil das cepas para
os antimicrobianos da classe das tetraciclinas era esperada, pois a dgua do mar interfere,
significativamente, sobre a carga elétrica deste antimicrobiano devido as presencas dos ions
Ca™ e Mg™ (CHOPRA; HAWKEY; HINTON, 1992). Dessa forma, a formagdo do complexo
entre o antimicrobiano e os cations supracitados, além de modificar a carga elétrica, impede

sua difusdo passiva pela membrana bacteriana, inibindo sua acdo (LAMBS ef al., 1988).
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Tabela 6 — Numero de cepas de Vibrio spp., por espécie, isolados da 4dgua e do sedimento do estudrio do rio Acarat/CE com perfil de resisténcia aos antimicrobianos

analisados no ensaio MH+AM.

Numero de cepas com perfil de resisténcia por antimicrobiano testado*

Espécies N “AMP ATM CFL CIP CLO CRO CTX EST GEN NAL OTC PEN SUT TET
V. calviensis 1 1 1 1 1
V. cholerae 3 1 3 2 3
V. coralliilyticus 18 15 3 11 4 3 18 18 1 17
V. diabolicus 3 2 1 1 1 3 2 3
V. fortis 1 1 1 1 1 1
V. gigantis 1 1 1 1
V. harveyi 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
V. litoralis 1 1 1 1 1
V. logei 1 1 1 1 1 1
V. mimicus 32 10 1 18 11 9 31 25 2 30
V. parahaemolyticus 2 2 1 2
V. proteolyticus 4 1 2 3 3 4
V. ruber 1 1 1
V. rumoiensis 1 1 1 1 1 1 1
Total 70 29 5 34 1 0 0 21 20 69 57 3 67

*em casos de multirresisténcia, a mesma cepa foi contabilizada para o(s) outro(s) antimicrobiano(s).
N: numero total de cepas por espécie de Vibrio analisada.

AMP: ampicilina, ATM: aztreonam, CFL: cefalotina, CIP: ciprofloxacin, CLO: cloranfenicol, CRO: ceftriaxona, CTX: cefotaxima, EST: estreptomicina, GEN: gentamicina,

NAL: &cido nalidixico, OTC: oxitetraciclina, PEN: penicilina G, SUT: sulfazotrim e TET: tetraciclina.
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Lunestad e Goksoyr (1990) confirmam que a permanéncia de oxitetraciclina no
ambiente marinho ¢ significativamente mediada pela sua capacidade de formar complexos
com o magnésio e cdlcio resultando em apenas cerca de 5% encontrado em uma forma
antibacteriana ativa. Sua eficiéncia contra espécies de Vibrio, entre os quais se encontram oS
principais patogenos dos organismos cultivados, (LIGHTNER, 1993), e também sua agdo no
tratamento da necrose hepatopancreatica sdo os principais incentivos para a escolha dessa
droga entre os produtores.

De acordo com Smith (1998), o efeito da 4agua do mar sobre a atividade
antibacteriana pode estar além da inibi¢do de antimicrobianos por cétions divalentes, podendo
ocorrer interagdo de alguns de seus componentes com a composicdo do meio de cultivo,
concorrendo para alterar a taxa de crescimento bacteriano, bem como a eficiéncia do
antibidtico. Segundo o autor, a interacdo entre fosfato (PO,”) e magnésio (Mg™") pode
resultar, durante a autoclavacdo do meio de cultura, em um grau varidvel de precipitacao,
provavelmente, como fosfato de magnésio Mg;(PO4), insoluvel. A formacdo desse
precipitado somado a influéncia dos cations divalentes altera sobremaneira a agdo do agente
antibacteriano.

A modificagdo diferenciada da susceptibilidade a antimicrobianos para cada
espécie de Vibrio pode estar relacionada ao efeito da 4gua do mar sobre a célula bacteriana.
Nesse contexto, Abdallah, Kallel e Bakhrouf (2009), em avaliagdo sobre respostas adaptativas
de vibrios mantidos em agua do mar, relataram alteragdes na expressdo de proteinas da
membrana e sugeriram que elas concorrem para modificagdes no perfil de resisténcia a alguns
antibidticos. De acordo com Carlucci e Pramer (1959), os sais inorganicos contidos na agua
do mar podem influenciar na sobrevivéncia bacteriana pela alteracdo do seu estado osmotico
ou pela toxicidade dos seus ions.

Todas as cepas de Vibrio spp., no ensaio MH+AM, apresentaram resisténcia a,
pelo menos, uma classe de antimicrobiano. A Unica cepa de V. harveyi (V28) apresentou
resisténcia aos antimicrobianos de sete classes diferentes (aminoglicosideos, cefalosporinas,
fluorquinolonas, monobactamicos, penicilinas, quinolonas e tetraciclinas), obtendo, portanto,
o maior indice MARy; registrado de 0,78 (Tabela 7).

Esses resultados demonstram a significativa mudanca no perfil das cepas de
Vibrio spp., pela influéncia da 4gua do mar, na expressdo de resisténcia. O indice MARy; ndo
foi calculado para V. ruber, pois a Unica cepa representante (V69) foi resistente apenas a

classe das tetraciclinas, a semelhanca dos outros isolados.
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Para as cepas resistentes a AMP (29), OTC (68) e TET (67), no ensaio MH+AM,

foi determinada a concentragao inibitdria minima (CIM+AM), como detalhado na tabela 8.

Tabela 7 — Numero de cepas de Vibrio spp. isolados da agua e sedimento do estudrio do rio Acarau/CE com
perfil de resisténcia e indice de multirresisténcia por espécie analisada no ensaio MH+AM (MARy).

Numero de cepas resistentes a n classes de antimicrobianos

Espécies N n MARy
1 2 3 4 5 6 7 >7

V. calviensis 1 1 0,22 (1%)
V. cholerae 3 1 1 1 0,22 20,33 (2)
V. coralliilyticus 18 2 12 4 0,22 20,44 (18)
V. diabolicus 3 1 0,22 20,33 (3)
V. fortis 1 1 0,33 (1)
V. gigantis 1 1 0,22 (1)
V. harveyi 1 1 0,78 (1)
V. litoralis 1 1 0,33 (1)
V. logei 1 1 0,44 (1)
V. mimicus 32 3 11 6 11 1 0,22 20,56 (29)
V. parahaemolyticus 2 1 1 0,22 (1)
V. proteolyticus 4 2 1 1 0,22 a 0,44 (4)
V. ruber 1 1 ok
V. rumoiensis 1 1 0,33 (1)
Total 70

N: nimero total de cepas por espécie de Vibrio analisada.

MARy: indice de multirresisténcia a antimicrobianos das cepas de Vibrio spp. no ensaio MH+AM.
* quantidade de cepas da espécie de Vibrio para as quais o indice MARp, foi calculado.

** ndo apresentou cepas resistentes a mais de uma classe de antimicrobianos.

No ensaio CIM+AM, para AMP, os valores variaram de 32 pug/mL a 256 pg/mL,
no entanto, para OTC e TET esses chegaram a valores superiores a 256 pg/mL. Esses
resultados sdo bem superiores aos encontrados no ensaio CIM+AD, no qual os valores
maximos para TET e OTC foram 64 pg/mL e 128 ug/mL, respectivamente, confirmando a
influéncia da agua do mar.

A tnica cepa de V. harveyi teve uma CIM superior nesse ensaio (CIM+AM) em
comparagdo ao ensaio anterior (CIM+AD) para AMP. Rebougas et al. (2011) encontraram
CIM para cepas de Vibrio spp. da dgua de viveiros de peneideos, para OTC, com valores entre
434 a 692 pg/mL. O relato de cepas com altos valores de CIM, no ensaio CIM+AM, para os
trés antimicrobianos mais comumente associados ao extensivo uso clinico e veterinario, ¢ um
importante dado para avaliagdo da microbiota presente no ambiente, no que concerne ao

impacto antropico.
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Tabela 8 — Concentragado Inibitéria Minima (CIM) dos antimicrobianos ampicilina (AMP), oxitetraciclina (OTC)
e tetraciclina (TET) por espécie de Vibrio resistentes, no ensaio MH+AM, isoladas da dgua e sedimento do
estudrio do rio Acarau/CE.

Ampicilina (AMP) pg/mL

Espécies N
2 4 8 16 32 64 128 256 > 256

V. coralliilyticus 15 1 7 5 2
V. diabolicus 2 1 1
V. harveyi 1 1
V. mimicus 10 3 4 3
V. rumoiensis 1 1

Oxitetraciclina (OTC) pg/mL
V. calviensis 1 1
V. cholerae 3 1 1 1
V. coralliilyticus 18 2 1 5 3 7
V. diabolicus 3 1 2
V. fortis 1 1
V. gigantis 1 1
V. harveyi 1 1
V. litoralis 1 1
V. logei 1 1
V. mimicus 32 11 3 5 8 5
V. parahaemolyticus 2 1
V. proteolyticus 3 1 2
V. ruber 1 1
V. rumoiensis 1 1

Tetraciclina (TET) pg/mL

V. calviensis 1 1
V. cholerae 3 1 2
V. coralliilyticus 18 1 3 4 7 3
V. diabolicus 2 1 2
V. fortis 1 1
V. gigantis 1 1
V. harveyi 1 1
V. litoralis 1 1
V. logei 1 1
V. mimicus 30 5 4 8 13
V. parahaemolyticus 2 2
V. proteolyticus 3 4
V. ruber 1 1
V. rumoiensis 1 1

N: nimero total de cepas por espécie de Vibrio analisada.
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As cepas de Vibrio spp. foram avaliadas quanto a presenca de fatores preliminares
de viruléncia, a fim de se relaciond-los ao perfil de susceptibilidade antimicrobiano ja
comentado. Os fatores preliminares, basicamente, foram enzimas relacionadas a viruléncia de
cepas bacterianas, nas quais estdo proteases (caseinase, elastase e gelatinase), lipases,
fosfolipases, DNases, amilases, urease ¢ hemolisinas (B-hemolise pelo teste de Kanagawa em
agar Wagatsuma).

Por ordem de recorréncia, 67 (91,42%) cepas de Vibrio spp. analisadas
apresentam atividade da enzima urease, seguidas de 57 (81,42%) para lipase, 54 (77,14%) a
amilase, 53 (75,72%) a gelatinase, 43 (61,42%) a caseinase, 26 (37,14%) a fosfolipase, 17
(24,28%) a DNase, 16 (22,86%) a elastase e 13 (18,57%) a B-hemolise (Kanagawa). Nas
figuras 4 a 12 estao apresentados os resultados positivos para os testes enzimaticos.

Experimentos para investigacdo da patogenicidade de Vibrio em camardo tém
utilizado diferentes métodos de infeccdo: imersdo, inje¢do intramuscular e intubagdo oral
(KARUNASAGAR et al., 1994). Esses estudos demonstram claramente que a patogenicidade
varia muito, sendo um processo complexo, afetado por muitas variaveis, incluindo o
patogeno, espécies de Vibrio, etapa do desenvolvimento, condi¢do fisiologica, estresse
ambiental, dose, tempo e métodos de infeccao, ressaltando a importancia de testes in vivo para
o diagnostico de patogenicidade (HARRIS; OWENS, 1999).

Rodrigues et al. (1993)analisando fatores de viruléncia em cepas de V. vulnificus
ambientais, encontraram 100 % de recorréncia para os fatores de viruléncia DNase, amilase,
fosfolipase e gelatinase, que foram observados na presente pesquisa em percentuais variaveis,

porém inferiores ao do referido trabalho.

¢
3 i
Figura 4 — Halo transparente no teste da amilase. Figura 4 — Halo transparente no teste da caseianse.
Foto: Rafael dos Santos Rocha. Foto: Ludimila Maria Mendonga Conde Amorim.
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Figura 6 — Coloracdo rosea ao redor do inoculo no Figura 7 — Halo transpaente no teste da elastase. Foto:
teste da DNase. Foto: Ludimila Maria Mendonga Rafael dos Santos Rocha.
Conde Amorim.

Figura 8 — Halo opalescente no teste da fosfolipase. Figura 9 — Halo transparente no teste da gelatinase.
Foto: Rafael dos Santos Rocha. Foto: Ludimila Maria Mendonga Conde Amorim.

W o ali
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Figura 10 - Halo transparente no teste de f — Figura 11 - Halo opalescente no teste da lipase. Foto:
hemolise de Kanagawa em agar Wagatsuma. Foto: Rafael dos Santos Rocha

Rafael dos Santos Rocha
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Figura 12 — Tubo positivo (a direita) para producdo da
enzima urease, com coloragdo rosea caracteristica. Foto:
Rafael dos Santos Rocha

Lafisca et al. (2008), analisando V. alginolyticus isolados de bivalves da costa
brasileira e italiana, encontraram alta incidéncia de cepas com producdo da enzima elastase.
Segundo Alp e Arikan (2008) a enzima elastase atua clivando a elastina, que juntamente com
o colageno, determina as propriedades mecanicas do tecido conjuntivo, sendo um importante
fator de viruléncia.

Das duas cepas de V. parahaemolyticus analisadas, ambas apresentaram agao da
enzima urease, entretanto -hemolise foi verificada apenas para cepa V63. As cepas isoladas a
partir de ambiente marinho, em sua maioria, ndo sdo patogénicas enquanto, aquelas
provenientes de isolados clinicos sdo Kanagawa positivas, ou seja, induzem a reacdo de f3-
hemolise nos eritrocitos humanos (DEPAOLA et al., 2003; ELLISON et al., 2001). Embora
essa combinacao de potenciais fatores de viruléncia seja reconhecida entre hemolisina (-
hemolise) e urease para V. parahaemolyticus, neste experimento, também foi relatada para
tr€s cepas de V. coralliilyticus, uma de V. diabolicus, cinco de V. mimicus ¢ uma de V.
proteolyticus. A alta incidéncia de cepas urease positivas diferiu muito do relatado na
literatura, uma vez que se tratavam de cepas ambientais.

Dentre as espécies testadas, as cepas de V. mimicus apresentaram produgdo de
100% dos fatores preliminares de viruléncia analisados, seguido de V. coralliilitycus e V.

diabolicus (Tabela 9).
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Tabela 9 — Perfil dos fatores preliminares de viruléncia das cepas de Vibrio spp., por espécie, isoladas da agua e sedimento do estuario do rio Acarati/CE.

Fatores preliminares de viruléncia analisados*

Espécies N " “Amilase  Caseinase DNase  Elastase Fosfolipase  Gelatinase Kanagawa Lipase  Urease
V. calviensis 1 0 1 1 1 1
V. cholerae 3 0 3 1 1 3 3 3
V. coralliilyticus 18 0 16 13 4 14 14 5 11 15
V. diabolicus 3 0 2 1 1 2 1 3 2
V. fortis 1 0 1 1 1 1 1 1
V. gigantis 1 0 1 1 1
V. harveyi 1 0 1 1 1 1
V. litoralis 1 0 1 1 1 1 1
V. logei 1 0 1 1 1 1 1
V. mimicus 32 0 22 22 9 16 6 21 5 27 30
V. parahaemolyticus 2 0 1 1 1 1 1 2
V. proteolyticus 4 0 2 2 2 1 3 1 3 4
V. ruber 1 0 1 1 1 1
V. rumoiensis 1 0 1 1 1 1 1
Total 70 0 54 43 17 16 26 53 13 57 64

N: numero total de cepas por espécie de Vibrio analisada.

n: numero total de cepas que ndo apresentaram fatores preliminares de viruléncia por espécie de Vibrio.
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Produgdo de lipase, urease e gelatinase foi verificada em, pelo menos, uma cepa
das espécies de Vibrio analisadas. Furniss, Lee e Donovan (1978) relatam que lipase ¢ uma
enzima recorrente em espécies de Vibrio spp. patogénicas. Os mesmos autores explicam que a
patogenicidade de cepas lipase positivas € devido a essa enzima clivar ligagdes entre acidos
graxos protetores da pele em humanos.

A gelatinase ¢ uma protease classificada como metaloendopeptidase extracelular,
codificada pelo gene gelE. E rica em residuos de histidina, os quais servem de sitios de
ligacdo para o ion zinco. Extremamente hidrofobica, seu pH 6timo de atuagao varia entre 6,0
e 8,0. E uma enzima capaz de hidrolisar gelatina, colageno, caseina, hemoglobina e outros
pequenos peptideos biologicamente ativos (KAYAOGLU; ORSTAVIK, 2004; VERGIS et
al., 2002). A presenca de cepas gelatinase positivas em todas as espécies analisadas ¢ um
resultado preocupante, pois sao cepas ambientais.

Fosfolipase foi relatada em oito espécies: V. cholerae, V. coralliilyticus, V.
diabolicus, V. fortis, V. litoralis, V. logei, V. mimicus e V. proteolyticus. Segundo Moreno e
Landgraf (1998), a lecitinase, uma importante fosfolipase, ¢ conhecida como uma o-toxina em
Clostridium perfringens, com forte efeito citotéxico em varias células, especialmente para
hemécias. Os mesmos autores associam a presen¢a dessa enzima com a producao de outra, a
DNase, um importante indicio de patogenicidade, uma vez que essa ultima enzima ¢ capaz de
hidrolisar o 4cido desoxirribonucléico. Embora estudos de fatores de viruléncia enziméaticos
fornecam resultados satisfatorios, a confirmagao do potencial patogénico de uma cepa s6 €
comprovada com testes in vivo (TRABULSI; ALTERTHUM, 2005).

De fato, para uma cepa ser considerada patogénica ndo a qualifica como
clinicamente ndo tratavel. Normalmente, o tratamento de bactérias que acometem os seres
humanos ocorre pelo uso de antimicrobianos (TAVARES, 2001).

As cepas mais recorrentes com fatores de viruléncia relacionados e resisténcia
foram das espécies V. mimicus (V61 e V37) e V. coralliilyticus (V06, V09 e V13). A
patogenicidade de V. coralliilyticus ainda ndo ¢ bem esclarecida, sendo os resultados
encontrados no presente estudo um importante dado para investigacao dessa espécie.

O advento de técnicas moleculares permite investigar a presenga de genes que
codificam fatores de viruléncia, podendo-se, assim, classificar as estirpes isoladas em
potencialmente patogénicas ou ndo (DALSGAARD et al., 1998). No entanto, a utilizagdo
simultanea de dados fenotipicos e genotipicos ¢ indispensavel para a caracterizagdo da
patogenicidade de um isolado (HUSS, 1994). Os efeitos da resisténcia antimicrobiana para o

ecossistema aquatico estrutura e fun¢do permanecem desconhecidas, mas a implicagdo da
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resisténcia generalizada para a satide humana ¢ preocupante (CRANE; WATTS; BOUCARD,
2006).
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5. CONCLUSOES

v" No ensaio convencional, MH+AD, as cepas de Vibrio spp. apresentaram baixo perfil
de multipla resisténcia a antimicrobianos entre as diferentes espécies, embora tenha

sido verificado alto percentual de resisténcia caracterizada como plasmidial;

v A 4gua do mar influenciou, significativamente, a caracterizagdo da resisténcia das
cepas de Vibrio spp. analisadas, principalmente, sobre os antimicrobianos das classes

das tetraciclinas;

v' As cepas de Vibrio spp. apresentaram perfil preliminar de viruléncia bastante

estendido, com alta recorréncia de estirpes urease positivas;

v’ Algumas cepas de V. coralliilyticus € V. mimicus apresentaram multilpla resisténcia
associada a extenso perfil preliminar de viruléncia, sendo, portanto, espécies que

merecem atengdo no ambiente marinho e estuarino quanto a possivel patogenicidade.
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ANEXO

Solucoes, Reagentes e Meios de Cultura

Agar Tripticase soja com 1% de cloreto de sédio (TSA 1%)

Agar Tripticase-Soja (TSA)

.................................................................................... 40¢g
Cloreto de SOA10 (NACI) ...vvieeeiiieiieeee et 10g
AGUA AESHIAAA ... 1.000 mL

Foram suspensos 40 g de Agar TSA (Difco) e 10 g de cloreto de sédio (Vetec)
para cada 1.000 mL de agua destilada. Ajustou-se o pH para 7,8 + 0.2. O meio foi fundido até
completa homogeneizacdo e distribuido no volume de 5 mL em tubos de ensaio.

Posteriormente, foi esterilizado em autoclave a 121°C por 15 minutos. Apos esterilizacdo, os

tubos foram inclinados em rampa.

Solucao salina a 1% de cloreto de sédio (NaCl)

Cloreto de SOAI0 (NACL) ...vvieuviieiie e e e e 10g

Agua destilada

Foram suspensos 10 g de NaCl (Vetec) para cada 1.000 mL de agua destilada.
Ajustou-se o pH para 7,8 = 0,2. Nos tubos, foram distribuidos volumes de 9 mL e,

posteriormente autoclavados a 121°C por 15 minutos.
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Agar Tiossulfato Citrato Bile e Sacarose (TCBYS)

AGAT TOBS ..o, 89 ¢g

AGUA AESHIAAA ...t 1.000 mL
De acordo com as recomendacdes do fabricante (Difco), foram dissolvidos por

aquecimento, 89 gramas do meio desidratado em 1.000mL de agua destilada. Em seguida,

distribuido, ainda quente, em volumes de 15 mL, em placas de Petri esterilizadas e apds sua

solidificagdo, as placas foram utilizadas. O pH final deste meio foi de 8,6 + 0,2.

Agar Triptona Soja (TSA) com 1% de NaCl

AGAT TSA et 40 g
CLOTEO A€ SOTIO ...vieiiieniieeiiieiie ettt ettt ettt sttt e s e ebeesabeenbeesnseenseas lg
AGUA AESHIAAA ..., 1.000 mL

A 4gua destilada foram adicionados os ingredientes que eram misturados e a
solucdo fervida até completa dissolugao e, em seguida, o meio era distribuido em volumes de
5 mL em tubos de 12 x 120 mm, e esterilizado em autoclave a 121°C por 15 minutos. Apds a
esterilizagdo, os tubos eram mantidos em posicao inclinada até a solidificagdo do meio, de
forma a se ter uma base de aproximadamente 2 cm de altura e uma parte inclinada. Apos a
solidificacdo do meio, eram mantidos em geladeira a 4°C. O pH final deste meio foi de 7,8 +

0,2.
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Caldo Triptona Soja (TSB) com 1% de NaCl

Caldo trIPLONA-S0JA 1.uveeeuvieiieeiieeiieeteeiee et et te e e et e sae et esareesaesabeesseessseenseesneeenne 30g
(0 0) (<110 1 (S 1016 1 1o TSRS lg
AGUA AESHIAAA ..o 1.000 mL

A 4gua destilada foram adicionados os ingredientes e distribuidos em por¢des de
5,0 mL em tubos de ensaio 12 x 120 mm, seguindo-se a esterilizagdo em autoclave por 121°C
por 15 minutos. Apds o resfriamento foram estocados em geladeira a 4°C. O pH final deste

meio foide 7,8 £ 0,2.

Agar Mueller-Hinton com 1% de NaCl

Agar MUELLEr HINtON ........c..ovvveeeeieeeeeeeeeeeeeeeeeeee e esesseese e 28¢g
(010 (e 10 1 (S0 16 1 1o TSRS lg
AGUA AESHIAAA .........cvoeeeeeceee e 1.000 mL

Os ingredientes foram misturados e agitados por aproximadamente 1 minuto. Em
seguida o meio foi aquecido até a sua completa dissolucdo e levado a esterilizagdo por
autoclavacdo a 121°C por 15 minutos. Distribuicdo de 15 mL por placas de Petri estéril. O pH

final deste meio foi de 7,3 = 0,1.
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Caldo Mueller-Hinton com 1% de NaCl

Caldo Mueller-Hinton (DifCo) .....cccuiiiiiiiiiiiceieceee et e 2l g
(00 (e 10 1 (S0 16 1 Lo T USRI lg
AGUA AESHIAAA ... 1.000 mL

Os ingredientes foram misturados por aproximadamente 1 minuto para completa
dissolug¢do do p6. O meio foi distribuido em porgdes de 5,0 mL em tubos de ensaio 12 x 120
mm seguindo-se a esterilizagdo em autoclave por 121°C por 15 minutos. Apos o resfriamento

foram estocados em geladeira a 4°C. O pH final deste meio foi de 7,3 + 0,1.

Agar Mueller-Hinton com Agua do mar a salinidade 20

Agar MUELLEr HINtON ........c..ovuvveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e ses s 28¢g

Agua do mar a salinidade 20..............o.evevimeeeeeeeeeeeeee e 1.000 mL

Os ingredientes foram misturados e agitados por aproximadamente 1 minuto. Em
seguida o meio foi aquecido até¢ a sua completa dissolucdo e levado a esterilizagao por
autoclavagdo a 121°C por 15 minutos. Distribuicao de 15 mL por placas de Petri estéril. O pH

final deste meio foi de 7,8 = 0,2.
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Caldo Mueller-Hinton com agua do mar a salinidade 20

Caldo Mueller Hinton (DifCo) .....cccviiieiiiiiiieeciee e 2l g

Agua do mar (SAlNIAAde 20) ........ovemeveeeeeeeeeeeeeee e 1.000 mL
Os ingredientes foram misturados por aproximadamente 1 minuto para completa

dissolugdo do pd. O meio foi distribuido em por¢des de 5,0 mL em tubos de ensaio 12 x 120

mm seguindo-se a esterilizagdo em autoclave por 121°C por 15 minutos. Apos o resfriamento

foram estocados em geladeira a 4°C. O pH final deste meio foi de 7,8 £ 0,2.

Caldo Luria Bertani 1% (p/v) de NaCl

5 01703 4 - T OO 10g
EXTrato A€ CAIMIE ....cocuviieiiiie ettt ettt e et e e et e e eaaeessnseeensaeesnseeennseeas 50g
CLOTELO A€ SOAIO ...eeeuvieiiieiieeie ettt ettt ettt e et e st e et e eabeenbeessseenseeeabeenseennns 10g
AGAL oottt 15g

A 4gua destilada foram adicionados os ingredientes que eram misturados e a
solucdo fervida até completa dissolugao e, em seguida, o meio era distribuido em volumes de
5 mL em tubos de 12 x 120 mm, e esterilizado em autoclave a 121°C por 15 minutos. Apds a
esterilizagdo, os tubos eram mantidos em geladeira a 4°C. O pH final deste meio foi de 7,8 £+

0,2.
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Caldo Luria Bertani 1% (p/v) de NaCl, acrescido de 100 pg/mL de Acridine Orange

B 50170 - USSR

EXtrato de LeVEUIA ......coovviiieeiieiiieeiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e eeeeeees

CLOTELO dE SO0 e e e e e e e e e e e e

ACTIAING OTANZE ...ooeuiieiiieeiieeiiecie ettt ettt ettt ettt e ebeeteeenbeebeesnseenseas

AGUA AESHIAAA ...,

Foram suspensos 10 g de triptona, 5 g de extrato de levedura, 10 g de cloreto de

sodio e 0,1 g de acridine orange (SIGMA), homogeneizados para cada 1.000 mL de agua

destilada. O meio foi distribuido em volumes de 1 mL por tubo. Apos, foi esterilizado em

autoclave a 121°C por 15 minutos.

Agar Wagatsuma

Extrato de 1eVedeura ...........coouiiiiiiiiiiiicee e
PePLONa ... e
Fosfato de potassio dibASICO .......cceeeeveeeiiieeiiieeiie e e
IMAANTEOL <.t
Cristal VIOIEta 0,190 ...oeeeieeiiiieeeiieee e e

CLOTELO dE SOTIO ..ot e e e e e e e e e ae e e e e eeeeeannaas

Sangue a 20% de eritrOCItOS .....cc.eeivieriiiiieie et

AGUA AESHIAAA ...

3g
10g
58
10g
0,1 mL
70 g
I5¢g
100 mL

1.000 mL
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Os reagentes e meios de cultura, a excecdo da solucdo de sangue a 20% de
eritrocitos, foram suspensos para 1.000 mL de dgua destilada de acordo com as proporgdes
recomendadas. Apds, o pH foi ajustado para 8,0 + 0,2. A solugdo foi fundida até completa
dissolucdo e mantida em banho-maria a 50°C sem autoclavar. Posteriormente, 100 mL da
solucdo de sangue a 20% de eritrocitos foram adicionados em 1.000 mL do meio e,

imediatamente, distribuido em placas de petri esterilizadas no volume de 15 mL.

Meio de cultura para o teste da elastase

Para o preparo da camada base, suspendeu-se 8 g de caldo nutriente (Oxoid), 20 g
de Agar Noble (Difco)e 10 g de cloreto de sodio (Vetec). O meio teve pH ajustado para 7,5 +
0,1 e, posteriormente, foi esterilizado a 121°C por 15 minutos. Apo6s, o meio foi mantido a
50°C, distribuido em placas e armazenado a 4°C por 24 h. Para o preparo da camada de
cobertura foram suspensos 2,4 g de caldo nutriente (Oxoid), 6 g de 4gar noble (Difco) e 1 g de
elastina do ligamento do pescogo de boi (Sigma E1625) para cada 300 mL de 4dgua destilada.
O meio teve seu pH ajustado para 7,5 + 0,1 e, posteriormente, foi esterilizado a 121°C por 15
minutos. Apos, foi distribuido nas placas com camada base preparada um dia antes , cobrindo-

a com cerca de 5 mL.

Meio de cultura para o teste da lipase

Para cada 1.000 mL de a4gar TSA a 1% (p/v) de cloreto de s6dio foram
adicionados 10 mL de Tween 80, previamente esterilizado a 121°C por 15 minutos. O meio

foi distribuido em placas de Petri no volume de 15 mL.
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Meio de cultura para o teste da fosfolipase

Foram preparados 1.000 mL de agar TSA a 1% (p/v) de cloreto de sddio,
esterilizados a 121°C por 15 minutos. Apds, o meio foi mantido a 50°C, sendo adicionado 10
mL de emulsdo de gema de ovo. O meio foi distribuido em placas de Petri no volume de 15

mL.

Meio de cultura para o teste da gelatinase

Para cada 1.000 mL de a4gar TSA a 1% (p/v) de cloreto de s6dio foram
adicionados 10 g de gelatina (Difco) e esterilizados a 121°C por 15 min. O meio foi

distribuido em placas de Petri no volume de 15 mL.

Meio de cultura para o teste da amilase

Foram preparados 1.000 mL de agar nutriente a 1% (p/v) de cloreto de sodio,
esterilizados a 121°C por 15 minutos. Apds, o meio foi mantido a 50°C, sendo adicionado 10
mL de emulsdo de gema de ovo. O meio foi distribuido em placas de Petri no volume de 15

mL.

Meio de cultura para o teste da caseinase

Para cada 1.000 mL de a4gar TSA a 1% (p/v) de cloreto de s6dio foram
adicionados 5 g de leite em pd desnatado (Molico) e esterilizados a 121°C por 15 minutos. O

meio foi distribuido em placas de Petri no volume de 15 mL.
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Agar DNase

De acordo com as recomendagdes do fabricante, foram suspensos 42 g de agar
DNase (Difco) e homogeneizados para cada 1.000 mL de a4gua destilada. O meio foi
esterilizado em autoclave a 121°C por 15 minutos e distribuido em placas de Petri no volume

de 15 mL.

Caldo ureia a 1% (p/v) de cloreto de sédio

De acordo com as recomendagdes do fabricante, foram suspensos 29 g de caldo
uréia (Difco) e homogeneizados para cada 1000 mL de 4dgua destilada. O meio foi distribuido

em tubos de ensaio no volume de 1 mL e esterilizado em autoclave a 121°C por 15 minutos.

Preparo do corante cristal violeta (2%) (Coloraciao de Gram)

-Solucio A:

Cristal violeta (85%0 PUI0D) ....oeueiiiiiiiieie ettt sttt et 2g
ALCOOL EHIICO (95%6) vttt e st s eee s eee e er e eeneen. 20 mL
-Solucio B:

OXAlato A€ AMOMIO ...eeeuiieiiieiieeiie ettt ettt et e et e e bt e snbeeseesabeenseessseenseens 0,8 g

AGUA AESHIAAA ... 80 mL
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As solugdes A ¢ B foram misturadas e reservadas em frasco de cor ambar,

acondicionadas sob refrigeracao (4°C).

Preparo do corante lugol (Coloraciao de Gram)

- 10d0 CTISTAlIZAAO ..ottt st lg
e (76 [ oI 6 (o 010 11 1o TSRS 2g
= AUA AESHIAAA ... 300 mL

Os reagentes foram misturados e reservados em frasco de cor ambar,

acondicionados sob refrigeracdo (4°C).

Preparo do corante safranina (0,25 %) (Colora¢ao de Gram)

- Safranina (2,5% em alC00l @ 96%0) ......oeeuviieiieeeeeeee e 10 mL

= AUA AESHIAAA ..ot 100 mL

Os reagentes foram misturados e reservados em frasco de cor ambar,

acondicionados sob refrigeracao (4°C).
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Preparo da solu¢io de MacFarland 0,5

Foram adicionados 0,5 mL de cloreto de bario (BaCl, 2H20) 48 mM em 99,5 mL

de 4cido sulfurico (H,SO4) 0,36 N. Estocagem em vidro escuro.





