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RESUMO

Este projeto teve como objetivo principal a pesquisa de Aeromonas spp. em
agua de superficie e sedimento em trés pontos distintos ao longo do rio Coco,
Cearda. Foram realizadas coletas no periodo de outubro de 2007 a abril de 2008
gerando um total de 30 amostras de agua e 30 de sedimento. A quantificacdo
da comunidade bacteriana pertencente ao género Aeromonas foi feita através
de plaqueamento direto sobre Agar Gelatina Fosfato Sal (Agar GSP acrescido
de 20pg/mL de ampicilina). Nas amostras de agua, os valores obtidos variaram
de 10 a 7.050 UFC/mL e de 25 a 38.500 UFC/mL nos pontos A e B,
respectivamente. Nas amostras de sedimento, as contagens variaram de 100 a
37500 UFC/g e 1.200 a 43.500 UFC/g nos pontos A e B, respectivamente. Nas
amostras de agua e sedimento do ponto C, os valores foram menores que 10
UFC (por mL ou g) em todas as coletas. As maiores contagens foram
verificadas no més de abril, periodo de chuva, e as menores no més de
setembro, periodo de estiagem. Foram feitos isolamentos e ap6s identificacao
as estirpes foram submetidas a teste de antibiograma e a técnica da “cura” do
plasmidio. Dentre as 41 cepas isoladas, foram identificadas as espécies A.
caviae, A. sobria, A. trota, A. salmonicida e A. allossacharophyla. Todas as
cepas se mostraram sensiveis ao cloranfenicol e ceftriaxona. Todas as estirpes
apresentaram resisténcia a, pelo menos, dois dos nove antibioticos testados.
Apds a técnica de cura, a maior parte da resisténcia a eritromicina ficou
caracterizada como de origem plasmidial.Conclui-se que o estuario do Rio
Coc6 estd contaminado por Aeromonas e que muitas delas apresentam
resisténcias a antibidticos denotando um ambiente poluido e de risco para a

populacdo que usa suas aguas para lazer, pesca ou outra atividade qualquer.

Palavras-chave: Aeromonas; Ambientes aquaticos; Resisténcia; Cura do plasmidio.



ABSTRACT

This research work was designed to detect the presence of Aeromonas in the
Coco River estuary, Fortaleza, Ceard State, Brazil. The database consisted of
30 samples of the river’'s surface water and 30 samples of the river’'s sooil, in the
period from September, 2007 to April, 2008.. They were amenable,
simultaneously, to counting of bacteria on Agar Gelatin Phosphate Salt (GSP)
plus 20pg/mL of ampicilim (UFC/mL or UFC/g) The results showed
dissemination of Aeromonas in the estuary. The counts for the water samples
varied from 10 to 7,050 and from 25 to 38,500 UFC/mL at points A and B
respectively; and from 100 to 37,500 UFC/g, and 1,200 to 43500 UFC/g at
points A and B respectively. At point C, the counts for water and sediment were
smaller than 10 UFC per ml or gram in all samples The occurrence of the
greatest indices of Aeromonas in April, at the height of the rainy season, and the
lowest in Septemer, at the height of the dry season, suggests there to be a
probable seasonality of bacteria density in the studied environment. Among the
41 isolated strains were found the species A. caviae, A. sobria, A. trota, A.
salmonicida and A. allossacharophyla. All the strains of Aeromonas sp. were
found to be sensitive to cloranfenicol and ceftriaxona except for ampicillim, to
which they showed 100% resistance.All the stirps showed resistance to two out
of the nine tested antibiotics. After the Curing’ technique, the eritromicina
resistance seems to be of plasmidian origin.

Keywords: Aeromonas, Antibiotics,Plasmids, Aquatic environment.



LISTA DE FIGURAS

FIGURA 1.

FIGURA 2.

FIGURA 3.

FIGURA 4.

FIGURA 5.

FIGURA 6.

FIGURA 7.

FIGURA 8.

FIGURA 9.

FIGURA 10.

FIGURA 11.

FIGURA 12.

FIGURA 13.

Protuberéancias causadas em carpas (Cyprinus carpio) por
A. hydrophila.

Lesdo produzida por A. hydrophila na derme de um
catfish (Ictalurus punctatus).

Infeccéo epidérmica causada por Aeromonas sp.

ReacbGes de descarboxilase e hidrélise de Moller com
uma ferramenta de organizacdo de espécies

Exemplos das principais estruturas ou etapas metabdlicas
afetadas por antibioticos

Desenho esquematico de wuma bactéria contendo

plasmidios no seu interior

Foto aérea da desembocadura do rio Cocd na orla
maritima de Fortaleza.

Depdsito clandestino de pneus velhos as margens do rio
Cocé

Mapa do Rio Cocé com a descricdo dos pontos de
amostragem da pesquisa.

Vista parcial do Rio Coco, Fortaleza-Ceara. Ponto de
coleta (PA)

Vista parcial do Rio Coc6, Fortaleza-Ceara. Ponto de
coleta (PB)

Vista da Foz do Rio Coc6, Fortaleza, Ceara. Ponto de
coleta (PC)

Esquema representativo utilizado para identificacdo de
Aeromonas nas amostras de agua coletada em trés

diferentes pontos do rio Cocé, CE.

10

10

12

16

19

21

23

25

27

28

29

32


http://pt.wikipedia.org/wiki/Bact%C3%A9ria

FIGURA 14.

FIGURA 15.

FIGURA 16.

FIGURA 17.

FIGURA 18.

FIGURA 19.

FIGURA 20.

FIGURA 21.

FIGURA 22.

FIGURA 23

FIGURA 24.

FIGURA 25.

FIGURA 26.

Placa contendo o Agar GSP crescimento

caracteristico de Aeromonas sp.

com

Esquema representativo utilizado para identificacdo de
Aeromonas nas amostras de sedimento coletada em trés
diferentes pontos do rio Coco, CE.

Tubos contendo o meio TSI (Agar Triplice Agucar e Ferro)
representando positividade para Aeromonas sp.

Tubo contendo o meio AGS (Agar Gelatina Fosfato Sal)
representando positividade para Aeromonas sp.

Teste de sensibilidade ao agente vibriostatico 0O/129,
mostrando  Aeromonas sp. resistente as duas
concentracgoes.

Demonstracdo do teste de oxidase, sendo a placa da
direita positiva.

Teste da catalase positiva para Aeromonas sp.

Esquema representativo utilizado para identificacdo de
Aeromonas spp. isoladas de agua e sedimento do rio
Coco, CE.

Esquema representativo utilizado para realizagcdo do
antibiograma das cepas de Aeromonas isoladas de agua
e sedimento do Rio Coco, CE.

Esquema representativo utilizado para a realizagdo da cura
do plasmidio das cepas de Aeromonas multiresistentes

isoladas de agua e sedimento do Rio Cocé, CE.

Ocorréncia de Aeromonas em agua de trés pontos
distintos do Rio Coco, CE.

Ocorréncia de Aeromonas em sedimento de trés pontos
distintos do Rio Coco, CE.

Percentual de espécies de Aeromonas sp. identificadas
em trés pontos distintos do Rio Coco, CE.

33

35

36

37

38

38

39

42

45

54

54

56



FIGURA 27.  Percentual de resisténcia a antimicrobianos das cepas de 60
Aeromonas isoladas de agua e sedimento em trés pontos
distintos do Rio Coco, CE.



LISTA DE TABELAS

TABELA 1.

TABELA 2.

TABELA 3.

TABELA 4.

TABELA 5.

TABELA 6.

TABELA 7.

TABELA 8.

Espécies distribuidas dentro do género Aeromonas
segundo Janda; Abbott, 1998.

Diferenciacdo das Aeromonas moveis de acordo com
Carnahan et al. (1991) e modificada por Joseph; Carnahan
(1994).

Padrao de interpretacédo do teste de difusdo com medidas dos
halos e resultados para sensibilidade, resisténcia e
comportamento intermediario das cepas testadas frente aos
antimicrobianos escolhidos.

Contagem padrdo em placas (CPP) em UFC/mL em amostras
de &gua coletadas no estuério do Rio Cocd,Ce, no periodo de
agosto de 2007 a abril de 2008.

Contagem padrédo em placas (CPP) em UFC/g em amostras de
sedimento coletadas no estuario do Rio Cocé,Ce, no periodo
de agosto de 2007 a abril de 2008.

Valores dos parametros fisico-quimicos medidos nas aguas de
superficie do estuario do rio Coco, no periodo de agosto de
2007 a abril de 2008.

Perfil da susceptibilidade aos antimicrobianos das 41 cepas de
Aeromonas isoladas da agua e do sedimento em trés pontos
distintos do Rio Cocd, CE.

Perfil de multi-resisténcia antes e depois da cura, a

microbianos isolados de agua e sedimento em trés pontos
ntos do Rio Cocd, CE.

Vi

18

44

48

49

52

59

64



Deteccdo de Aeromonas spp. em amostras de agua superficial
e sedimento ao longo de um gradiente de salinidade no
estuario do rio Coco - Ceara

1. INTRODUCAO

Os ambientes aquaticos sao utilizados em todo o mundo para o
abastecimento de agua, geracdo de energia, irrigacdo, navegacao, aquicultura
e harmonia paisagistica. No entanto, nas Ultimas décadas, esse precioso
recurso vem sendo ameacado pelas acfes indevidas do homem, resultando em
um prejuizo para a propria humanidade (MORAES; JORDAO, 2002). Um
exemplo disso € a ocupacado da populacdo ao longo das regifes costeiras que
contribui para o aumento do risco de contaminacdo dos recursos hidricos por
esgotos domésticos e outros agentes poluentes, como microrganismos
patogénicos, substancias organicas, metais pesados e elementos traco. A
presenca desses poluentes acarreta danos diretos e indiretos sobre os
ecossistemas e organismos aquaticos, com a propagacdo de doencas atraves
da 4gua e dos alimentos contaminados. Por essa razdo, a poluicdo do meio
ambiente é uma preocupacdo de interesse publico em todo o mundo, ja que
diversos paises vém sendo afetados por seus graves impactos, sendo um dos
principais problemas ambientais é a utilizacdo dos rios como principal receptor

de esgotos, quer seja de origem doméstica ou industrial (TORRES, 2004).



Muitos ecossistemas aquaticos vém tendo suas caracteristicas naturais
degradadas pelo crescente despejo de matéria organica rica em fosfato,
compostos nitrogenados, oriundos de atividades humanas, principalmente,
efluentes domésticos e industriais. Dentre esses ecossistemas destacam-se 0s
estuarios por serem altamente produtivos.

O termo estuario tem origem do latim aestus, que significa calor, fervura
ou maré. O adjetivo aestuarium, especificamente, quer dizer tidal ou relativo a
maré. A definigdo mais classica de estuario diz que o “estuario € um corpo
d’agua costeiro, semifechado que tem livre comunicagao com o mar aberto e
dentro do qual a agua do mar € mensuravelmente diluida com a agua doce
proveniente da bacia de drenagem” (CAMERON; PRITCHARD, 1963).

O rio CocO, como a maioria dos rios brasileiros tem sofrido muitas
intervencdes antropicas, causando mudancas nas suas caracteristicas
microbioldgicas e no seu desenvolvimento.

A incidéncia de microrganismos em alimentos de areas de transi¢do entre
0 rio e o mar, como, por exemplo, as ostras, depende em grande parte da
qualidade microbiolégica em que estes animais se encontram. No cultivo de
moluscos, os riscos de toxinfecgbes estdo associados ao ambiente de cultivo.
Em cultivo fechado o produtor exerce consideravel controle sobre a qualidade
intrinseca do produto, incluindo a seguranca; em criadouro natural, entretanto,
esse controle nem sempre € possivel em razdo do habito alimentar dos
individuos. Em aguas estuarinas aumenta a possibilidade de contaminacao
com patdégenos de esgoto e/ou ambiente (EVANGELISTA-BARRETO et al.,

2006).



As gastrenterites e ferimentos infectados geralmente sdo causados por
bactérias autéctones de ambientes aquaticos, dentre as quais, Vibrio
parahaemolyticus, Vibrio sp., Pseudomonas e Aeromonas, as quais em funcéo
dos altos niveis de nutrientes na agua, provenientes do aporte de material
organico e esgoto domeéstico, tém seu crescimento favorecido juntamente com
outros microrganismos heterotréficos (CHOPRA et al., 1999).

Segundo Albert et al. (2000) é alta a prevaléncia de infec¢cdes mistas
causadas por Aeromonas sp. associada a outros patégenos. De acordo com a
Comisséao de Cadigo Alimentar da FAO/OMS, sao recomendadas medidas para
prevenir e controlar os ambientes aquaticos, tanto sob os aspectos fisico-
guimicos como microbiologicos (SINNEL, 1981).

O género Aeromonas compreende microrganismos de habitat
predominantemente hidrico, pertencentes a familia Aeromonadaceae. Sua
frequéncia de isolamento é mais elevada nos meses de verdo, tanto nas zonas
temperadas como nas tropicais. No Brasil, diversos estudos revelaram a
incidéncia de Aeromonas spp. no ambiente aquatico (aguas doces, salgadas,
tratadas, estuarinas e de esgotos domeésticos) em amostras de solo de jardim e
areas de recreacdo (ISONHOOD et al.,, 2002; PEREIRA et al., 2004). Essas
bactérias também tém sido isoladas de vegetais e de uma variedade de
produtos de origem animal incluindo carne bovina, aves, peixes, camaroes,
leite, etc. (GALBIS et al., 2002).

Embora o isolamento de Aeromonas do meio ambiente ainda receba
pouca atencdo, o numero de surtos de gastrenterite envolvendo essas

bactérias, encontra-se cada vez maior; 0 que pode mostrar uma relacéo



circunstancial entre os surtos e atividades recreacionais em ambientes
aquaticos (MARCEL et al., 2002).

Por este motivo € que o projeto prople investigar a presenca de
Aeromonas microorganismo na agua e sedimento do rio Coco, tendo em vista
que esse corpo d’agua € reconhecido como receptor final de efluentes de
esgotos domésticos e industriais, mas que também apresenta um papel

importante como fonte de alimento para a populagao ribeirinha.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Aeromonas spp

O género Aeromonas vem passando por diversas revisdes taxondmicas e
de nomenclatura nos ultimos 15 anos. Inicialmente foram incluidas na familia
Vibrionaceae (VERON, 1965), juntamente com o0s géneros Vibrio,
Photobacterium e Plesiomonas. Esse esquema de classificacdo sistematica era
conveniente, pois os trés géneros eram fenotipicamente similares, pertenciam
ao mesmo ecossistema (agua, peixe, répteis e anfibios) e provocavam os
mesmos espectros de doencas (gastrenterites e septcemias) (MACDONELL et
al.,, 1985). Recentemente técnicas moleculares sofisticadas, incluindo
sequéncia de rRNA 16S, indicaram que esses trés géneros ndo sdo proximos
entre si na base evolucionaria, ou seja, as Plesiomonas estdo mais proximas
das Enterobacteriaceae (RUIMY et al., 1994). Essa conclusdo resultou na
remogcdo das Aeromonas da familia Vibrionaceae para uma nova familia
denominada Aeromonadaceae (COLWELL et al., 1986).

Assim o género Aeromonas classificado na familia Aeromonadaceae, é
composto por 65 espécies, com quatro subspécies de Aeromonas hidrophyla e
cinco subspécies de Aeromonas salmonicida. Algumas dessas espécies sao
responsaveis por um significativo ndamero de infec¢cdes intestinais e
extraintestinais tanto em humanos como em animais (peixes) (Tabela 1),
podendo ocorrer ainda bacteremia, meningite, infec¢cées em feridas e infeccbes

pulmonares e do trato urinario em humanos (THORNLEY et al., 1997; JANDA,



ABBOTT, 1998). Embora as Aeromonas tenham sido isoladas de pacientes que
sofrem de diarréia, o seu papel etiolégico em gastrenterite ainda ndo esta bem

esclarecido (ALBERT et al., 2000).

Tabela 1: Espécies distribuidas dentro do género Aeromonas segundo Janda e
Abbott, (1998).

Agramanas associadas a doencas em humanos

Mais patogenicas Menos patogenicas Especies ambientais

Aeromonas idionig Asramonas yeronl By Yeionll - Aeramonas saimaniciia
Asronohas cavies ABFormanas jandaes Agtamanas 500
Agrornohas veroniby sobia  Asromonas schubert Agtomahas redi

Aeromonas gycrenonhiia

Aeramonas frota

Agtamanas glosace haranhil
Agramanas gnehalaia
Agrarmanas Destianim
Agramonas popaffl]




Segundo Nojimoto et al. (1997) a investigagcdo epidemiologica de
Aeromonas spp associada a diarréia na América do Norte, Europa e Sudeste
da Asia tem demonstrado substancial variacdo geografica quanto a freqiiéncia
do isolamento e a intensidade da doenca associada a esse microrganismo,
tendo os estudos apontados que nas gastrenterites provocadas por Aeromonas
Spp suspeita-se de transmissao através da agua.

Os representantes do género Aeromonas (do grego aer-aire = ar ou gas e
monas = unidade; portanto, unidade produtora de gas), sdo bastonetes gram-
negativos, com 1,0 a 3,5 um de comprimento e 0,3 a 1,0 um de largura,
normalmente encapsulados e néo esporulados. Sdo anaerébios facultativos e
monotriquios, embora quando mantidos em culturas por longo tempo em meio
sélido, podem formar flagelos peritriquios. Utilizam a glicose como Unica fonte
de energia com producéo de acido com ou sem gas (MAALEJ et al., 2003).

Com relagcdo aos parametros de crescimento, crescem na auséncia de
cloreto de sédio (NaCl), com uma temperatura minima de 0° a 5°C e maxima de
38° a 41°C. As espécies que causam patogenia humana crescem entre 10° e
42°C. Os valores de pH para crescimento oscilam entre 5,5 a 9,0. Algumas
espécies hemoliticas séo resistentes ao agente vibriostatico 2,4 diamino-6,7-di-
isopropil-timina (0O129) e em sua maioria, produtoras de citotoxinas,
endotoxinas, enterotoxinas, proteases, adesinas, proteinases e quitinases
(ALTWEGG; GEISS 1999). Outras provas bioquimicas e testes de
susceptibilidade a antimicrobianos podem ser necessarias para a correta

caracterizacdo do género devido a existéncia de algumas cepas sensiveis a



esse antimicrobiano na concentracdo de 150 pg, embora raramente reportadas
(CARNAHAN; JOSEPH, 2003).

Diz-se que cepas de Aeromonas moveis tém crescimento o6timo a
temperatura de 28°C. Entretanto, como constitui um grupo muito heterogéneo,
amostras com temperatura de crescimento variada (< 5° a 45°C) tém sido
descritas (RODRIGUES; RIBEIRO, 2004).

A morfologia celular das espécies de Aeromonas € muito varidvel. Os
bacilos podem variar desde formatos cocéides até formas finas e filamentosas.
Em geral, as células sdo descritas como retas ou bacilares com extremidades
arredondadas, apresentando-se isoladas, aos pares ou em cadeias curtas
(ICMSF, 1998).

Aeromonas sao organismos onipresentes encontrados no solo, em
ambientes aquaticos como aguas doces, marinhas e estuarinas, poluidas
através de esgotos ou por animais; alimentos contaminados, inclusive carne,
pescado, frutos do mar, leite e legumes; e no intestino de humanos
aparentemente saudaveis e/ou com diarréia (FIORENTINI et al., 1998). Essas
bactérias sdo abundantes nas regides tropicais principalmente nos meses de
verdo, consideradas oportunistas, tém sido implicadas como uma das principais
causas de enterite bacteriana, afetando principalmente criancas e viajantes,
sendo a diarréia em sua forma moderada aguada e, em raras vezes, se
assemelha a colera em sua forma mais severa (HAVELAAR et al., 1992).

Com relagcdo a patogenia, a espécie A. hydrophila € a mais importante,
sendo considerada patogénica para anfibios (MOURINO et al., 2006), répteis

(PASQUALE et al.,, 1994) e peixes (ESPOSTO et al., 2007) provocando



principalmente septicemia, hemorragias e Ulceras na cauda e nadadeiras
(AUSTIN; ADAMS, 1996). Também ja foram relacionadas a aborto em bovinos
(WOHLEGEMUTH et al., 1972). A espécie A. salmonicida ndo é considerada
patogénica ao homem, embora seja reconhecidamente patogénica para uma
grande variedade de peixes (WALKER; BROOKS, 1993). Segundo Buchanan e
Palumbo (1985) as espécies A. hydrophila, A. sobria e A. caviae séo tidas como
as mais patogénicas ao homem, embora esta ultima em menor escala (REINA
et al.,, 1991). As demais espécies estdo envolvidas em casos esporadicos
(REINA; LOPEZ, 1996).

As principais patologias em peixes incluem infec¢cdes agudas e crénicas,
diferindo intra e interespecificamente na patogenicidade e habilidade de causar
doencas (ROCCO; CIPRIANO, 2001). Aeromonas caviae e A. sobria também
sdo citadas como espécies potencialmente patogénicas aos peixes
(FIGUEIREDO et al.,, 2008). Como infec¢cdes agudas tém-se quadros de
septicemias fatais que podem ocorrer tdo rapido que o peixe morre antes de
desenvolver os sintomas da doenca ou desenvolve apenas sinais fracos, que
quando aparecem pode apresentar exoftalmia, avermelhamento da pele e

acumulo de fluidos nas escamas (ESTEVES, 1988) (Figura 1).
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Figura 1. Protuberancias causadas em carpas
(Cyprinus carpio) por A. hydrophila.

J4 as infeccbes cronicas causadas pelas Aeromonas moveis se
manifestam primeiramente com o aparecimento de Ulceras na pele, seguida por
hemorragias focais e inflamac@es visiveis. As Ulceras aparecem tanto na derme
quanto na epiderme, enquanto abaixo da musculatura ocorre severa necrose

(PLUMB, 1994). (Figura 2).
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Figura 2. Lesao produzida por A. hydrophila na derme de um catfish

(Ictalurus punctatus).
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2.2. Fatores de Viruléncia

Nos seres humanos essas bactérias podem causar diarréias, septicemias,
inflamacé&o do tecido conjuntivo e sindrome hemolitica urémica, especialmente
em individuos imunodeprimidos (JANDA; ABBOTT, 1998). Relatos de feridas
infectadas por Aeromonas tém sido amplamente citados na literatura. De
acordo com Corredoria et al. (1994) diversas gastrenterites e infecgcoes podem
acarretar sérios problemas ao individuo infectado, como por exemplo, a
amputacdo do membro afetado e até mesmo morte. As feridas causadas por
cepas de Aeromonas estao dentro de trés categorias, listadas de acordo com a
ordem de severidade e danos causados, séo elas: celulites, mionecrose e
eritema gangrenoso (Figura 3).

A agua e os alimentos sao importantes fontes de infeccao por Aeromonas
spp. nos seres humanos (KIROV, 2001). As gastrenterites destacam-se como
as infeccbes mais comuns, podendo ser autolimitantes ou severas

(CHAMPSAUR et al., 1982; FREITAS et al., 1998; JANDA; ABBOTT, 1998).
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Figura 3. Infeccdo epidérmica causada por Aeromonas sp.

Nos ultimos anos as aeromonas, em particular a espécie A. hydrophila,
tem recebido especial atencao, devido ao seu papel como possivel agente de
surtos diarréicos transmitidos pelos alimentos (HUSS, 1997). A. hydrophila é
caracterizada como sendo movel por um flagelo polar simples, catalase e
oxidase positiva, com fermentacdo de glicose e habilidade de crescer em
baixas temperaturas, como -0 a 1°C (ADAMS; MOSS, 2000). De acordo com
Kirov (2003) a patogenicidade e viruléncia dessa espécie depende da
habilidade de produzir fatores associados a gastrenterites.

Gobat e Jemmi (1993) relataram que cepas de A. hydrophila tém sido
freqientemente isoladas de amostras de carne, peixe e frutos do mar, todavia a
agua mineral também tem sido uma possivel fonte de contaminacdo para os
humanos.

As Aeromonas produzem uma variedade de fatores de viruléncia similar a

outras espécies de bactérias como Escherichia coli (JANDA, 1991), incluindo



toxinas extracelulares e enzimas. Dentre as toxinas produzidas destacam-se as
hemolisinas, enterotoxinas, citotoxinas e adesinas. A enterotoxina citotoxica,
também conhecida como “aerolisinas” com atividade enterotoxica, citotdxica e
hemolitica, tem sido descrita como o mais poderoso fator de viruléncia
associado com doengas gastrintestinais mediadas por Aeromonas (MARTINS
et al., 2002).

Ja as citotoxinas e as enterotoxinas, incluindo aquelas com atividade
hemolitica, sdo as mais importantes para a patogenicidade das Aeromonas
(BOTTARELLI; OSSIPRANDI, 1999). As enterotoxinas sdo produtos
extracelulares, excretados para fora da célula bacteriana, que podem agir sobre
o epitélio intestinal, produzindo inflamacdo. As aeromonas também podem
produzir substancias extracelulares, com significantes fatores de difusdo, ou
seja, proteases, amilases, citinases, nucleases e outras com papel de
patogenicidade desconhecida. As proteases podem contribuir para a
patogenicidade causando danos diretos nos tecidos ou aumentando a
capacidade de invasdo (MERINO et al., 1995).

Resultados de analises moleculares conduzidas por Zhang et al. (2000)
comparando isolados virulentos com isolados nédo virulentos mostraram que a
viruléncia de Aeromonas méveis depende de uma variedade de fatores. Os
dados mostraram que os genes do fragmento 22 DNA estdo presentes em
muitas cepas virulentas, e que esses genes codificam cinco fatores de
viruléncia conhecidos da A. hydrophila, incluindo hemolina, protease e proteina

da multiresisténcia a antibioticos.
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Para Rodrigues e Ribeiro (2004) uma variedade de toxinas pode ser
produzida, no entanto, nem todas as cepas produzem todas as toxinas
conhecidas atualmente. Além disso, em algumas amostras que possuem 0S
genes de toxinas, estes sO Sao expressos sob certas condicbes de
crescimento.

Embora diversos trabalhos tenham sido realizados com o objetivo de
identificar os fatores de viruléncia ou 0os mecanismos de patogenicidade das
cepas de Aeromonas em homens e animais; atualmente somente um fator,
produzido por A. salmonicida, A. hydrophila, A. veronii e A. sobria, ou seja, a
camada “S” comumente conhecida como camada “A”, que possui varias
atividades bioldgicas, estd sendo relacionada a viruléncia dessas espécies

(BOTTARELLI; OSSIPRANDI, 1999).

2.3. Taxonomia

Devido ao fato das caracteristicas bioquimicas, genéticas e soroldgicas
das Aeromonas moveis serem heterogéneas, a posicdo taxonémica desse
género tem sido instavel. Kluyver e van Niel (1936) transferiram muitos
organismos que estavam associados com septicemias hemorragicas em peixes
dentro do género Bacillus, Pseudomonas, Proteus e Aerobacte para um, entao,
novo género chamado Aeromonas.

As Aeromonas eram células pequenas, gram-negativas com um flagelo

simples que fermentavam a glicose com ou sem producdo de gas. Mais tarde,



Snieszko (1957) dividiu o género em trés espécies A. hydrophila, A. punctat e
A. liquefaciens.

No esquema de Snieszko, A. liquefaciens continha o maior nimero de
espécies patdogenas aos peixes. Entretanto, Schubert (1967) confirmou que
essas similaridades bioquimicas ndo eram suficientes para estabelecer o
género Aeromonas.

Em 1976, Popoff e Vernon, demonstraram que as aeromonas moveis
poderiam ser classificadas dentro de duas espécies distintas, ou seja, A.
hydrophila (composta por organismos previamente descritos como A. punctata
e A. liguefaciens) e uma nova espécie que eles chamaram de A. sobria.
Bioguimicamente A. hydrophila hidroliza a esculina e fermenta a arabinose,
enquanto A. sobria ndo utiliza esses componentes (LALLIER et al., 1981).

Com relacdo as caracteristicas fenotipicas, as aeromonas méveis sao
citocromo oxidase positiva, fermentam glicose com ou sem producado de gas, e
sao resistentes ao agente vibriostatico O/129 (LALLIER et al., 1981). Um teste
para identificar Aeromonas até o nivel de espécie pode ser guiado pelos
resultados das reacdes de descarboxilacdo e hidrolise de Moller. Por exemplo,
as cepas ornitina descarboxilase-positiva (grupo 1) podem ser A. veronii
biogrupo veronii (mais comum) ou A. allosacchrophila (uma uUnica cepa
relatada), enquanto cepas lisina descarboxilase-negativa, ornitina
descarboxilase-negativa e arginina hidrolise-negativa (grupo 3) podem ser
restritas ao complexo de A. caviae (A. caviae, A. media e A. eucrenphila) ou A.

enchleia (ABBOT et al., 2003) (Figura 4).
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Figura 4. Reacdes de descarboxilase e hidrolise de Moller como uma ferramenta
de organizacdo de espécies. (LDC - lisina descarboxilase; ODC - ornitina

descarboxilase; ADH - arginia hidrolise e V - variavel).



As diferenciacbes bioquimicas entre as sete espécies moveis mais
comumente isoladas podem ser feitas usando-se os critérios de Carnahan et al.

(1991) modificados por Joseph e Carnahan (1994), como mostra a Tabela 2.



Tabela 2: Diferenciacdo de Aeromonas moéveis de acordo com Carnahan et al. (1991), modificada por Joseph e
Carnahan (1994). Todas os isolados séo bacilos gram-negativas, oxidase-positiva, fermentadores de glicose e resistentes

ao agente vibriostatico 0129.

a

+, positivo para 70% dos isolados; - negativos, isto € , positivo para menos de 30% dos isolados; V, variavel; R, resistente; S, susceptivel

®MmIC (diluicio simples), 4 pg/mL.

Caracteristicas® A. hydrophila A. veronii A. veronii bv A. caviae A. schubertii A. jandaei A. trota
Hidrolise da esculina + - + + - - -
Reacéo de VP + + + - V + -
Atividade da pirazinamidase + - - + - - N
Fermentacéo da Arabinose \% - - + - - -
Fermentagcédo do Manitol + + + + - + +
Fermentacdo da Sacarose + + + + - - -
Susceptibilidade a Ampicilina R R R R R R S
Susceptibilidade Carbenicilina R R R R R R S
Susceptibilidade a Cefalotina R S S R S R R
Susceptibilidade a Colistina” V S S S S R S
Descarboxilase da Lisina + + + - + + +
Descarboxilase da Ornitina - - + - - - -
Hidrélise da Arbutina + + + Y,
Producéo de Indol + + + - + +
Producéo de H,S + + + - - + +
Formacao de gas na Glicose + + + - - + +




2.4. Antibi6ticos

O termo quimioterapia foi criado pelo médico e pesquisador aleméao Paul
Ehrlich para descrever o uso de substancias quimicas para matar organismos
patogénicos sem prejudicar o hospedeiro. Atualmente a quimioterapia se refere ao
uso de substancias quimicas para tratar as mais variadas doencas. Em
microbiologia ocorre o estudo dos agentes antimicrobianos, um grupo especial de
agentes quimioterapicos usados para tratar doencas causadas por microbios.
Assim, em termos modernos, um agente antimicrobiano é sinbnimo de um agente

quimioterapico e varios sdo o0s possiveis alvos para esses agentes (BLACK, 1990)

(Figura 5).
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Figura 5. Exemplos das principais estruturas ou etapas metabdlicas

afetadas por antibioticos.



Segundo Koehler e Ashdown (1993) uma area que vem recebendo especial
atencdo nos ultimos anos € a susceptibilidade in vitro de espécies de Aeromonas
a diversos agentes quimioterapicos.

Diversas aeromonas Ss&80 sensiveis aos antimicrobianos tetraciclina,
aminoglicosideos, as cefalosporinas de terceira geragdo, as quinolonas (JANDA;
ABBOTT, 1995) e & ampicilina (SEIDLER et al., 1980). Estudos de isolados de A.
hydrophila resistentes a antibioticos tém indicado a existéncia de muitas cepas
patdgenas altamente resistentes a muitos antibioticos aplicados a pratica clinica, o
gue pode comecar a dificultar cura de doencas causadas por essas bactérias
(DASKALOV, 2006).

Chaudhury et al. (1996) relataram o aumento na incidéncia de cepas de
Aeromonas sp. multiresistentes isoladas tanto de fontes clinicas quanto
ambientais. Por isso, existe em todo o mundo um grande interesse no que diz
respeito a elevada prevaléncia de bactérias resistentes a antibioticos. Atualmente
ja se aceita a idéia de que o principal fator de risco para o aumento na resisténcia
de bactérias patogénicas € o uso indiscriminado de antibioticos.

Para Schmidt et al. (2001) ha um significativo efeito da aquicultura na
resisténcia a antibidticos em cepas de Aeromonas moveis (incluindo A.
hydrophila). Altos indices de multiresisténcia indicam transferéncia horizontal de
genes de resisténcia, ou seja, a passagem de material genético diretamente para
uma célula viva ou um organismo, seguido de sua expressao.

A associacdo de multipla resisténcia a diferentes antimicrobianos com

potencial transferéncia horizontal de genes de resisténcia entre bactérias



filogeneticamente proximas ou ndo, € uma realidade cada vez mais preocupante
(RHODES et al., 2000).

Por outro lado, a resisténcia antimicrobiana e os fatores de viruléncia em
Aeromonas spp. vém sendo correlacionados com a presenca de plasmidios
(CASAS et al., 2005). A presenca desses elementos moveis € um risco, porque
eles podem ser transferidos de outras bactérias patogénicas para as aeromonas
(PALU et al.,, 2006) e estas passsam a ser veiculadoras desses genes para
bactérias patogénicas ou ndo patogénicas, contaminando humanos e peixes
(JUNIOR, 2006).

Os plasmidios sdo elementos extracromossémicos com capacidade de
duplicacdo autbnoma e que podem variar de poucos kilobases (2-3 kb) a mais de
500 kb que estdo presentes em algumas espécies de bactérias (Figura 6). Esses
elementos séo tipicamente moléculas circulares de DNA, embora formas lineares
tenham sido isoladas de espécies como Borrelia, Streptomyces e Rhodococcus

(SOBECKY, 1999).

Figura 6: Desenho esquematico de uma bactéria contendo plasmidios no seu

interior. (1) DNA cromossomico. (2) Plasmidios.

Segundo Goni-Urriza et al. (2000) a contaminagcdo do ambiente com

antibiéticos e outros poluentes contribui para o aparecimento e a manutencéo de


http://pt.wikipedia.org/wiki/Bact%C3%A9ria

genes resistentes. A transferéncia desses genes esté ligada ao fato de que cepas
de bactérias resistentes a antibidticos e metais pesados foram isoladas de
ambientes aos quais ndo eram diretamente expostos (MOROZZI et al., 1996).

Castro-Escarpulli et al. (2003) provaram que o maior efeito de antibidticos
contra A. hydrophila tem sido com as quinolonas de primeira geragdo e as
cefalosporinas de terceira geracao.

As bactérias patogénicas tém desenvolvido diversas estratégias para
resistirem a acdo dos antibioticos, incluindo modificacdo e inativagdo da droga, ou
ainda a excluséo do antibiético (GROHMANN et al., 2003).

Para Umolu et al. (2006) a susceptibilidade a antibidticos de isolados
bacterianos ndo é constante, mas dinamica e varia com o0 tempo e 0 ambiente.
Para isso se faz necessario uma amostragem perioddica de patdégenos bacterianos

comuns com perfil de susceptibilidade em diferentes comunidades.

2.5. O Rio Coco

O rio Coco é um corpo d’agua que se estende sobre areas dos municipios de
Fortaleza, Maracanau, Aquiraz, Maranguape e Pacatuba, cobrindo uma area da
ordem de 500 km? e tendo no seu curso principal uma extenséo de quase 50 km.
Desde a sua nascente em Pacatuba até o estuario em Fortaleza, recebe diversas
denominacdes, iniciando com o nome de riacho Pacatuba, na serra da Aratanha,

apos os primeiros quildometros, em seguida recebe o nome de riacho Gaviao, ao



alimentar um dos reservatérios que abastece a regido metropolitana de Fortaleza
e logo apds o encontro com o riacho Timbé passa a se chamar Coco (Figura 7).
Em seu percurso, o rio CocO drena cerca de 60% das aguas da regido

metropolitana de Fortaleza (AUMEF, 1987).

Figura 7: Foto aérea da desembocadura do rio Coco na orla maritima de

Fortaleza (Foto: Fortaleza Guia Digital, 2001).

Vasconcelos e Freire (1987) consideram o rio Coc6 como um curso d agua
de pequeno porte, tipicamente metropolitano e que se acha poluido pelos esgotos
domésticos e industriais situados ao longo de suas margens.

Pela margem esquerda do rio esta localizado o Parque Ecol6gico Adahil
Barreto, mais conhecido como “Parque do Cocd”. Ao cruzar a ponte da avenida
Engenheiro Santana Junior observa-se uma maior faixa de mangue pela sua
margem esquerda. Na margem direita, observam-se impactos de aterramento

ocorridos pela constru¢do do Shopping Center Iguatemi, para via de acesso e area



de estacionamento. Ao receber as aguas de seu ultimo afluente, o rio Coacgu, 0 rio
Coco6 desagua no Atlantico em uma localidade conhecida como Barra do Coco
que limita a praia do Futuro da praia de Sabiaguaba (PESSOA, 2002).

O clima predominante na microrregido onde esta localizada a bacia de
drenagem do rio Cocé, de acordo com a classificacdo de Kdppen, € considerado
como sendo do tipo AW, o que corresponde ao tropical chuvoso, quente e umido,
com chuvas concentradas no verdo e outono (IPLANCE, 1995).

O manguezal do Rio Coc0O, em seus trechos preservados, forma uma mata
de mangues de rara beleza, situado no coracdo de Fortaleza, onde véarias
espécies de moluscos, crustaceos, peixes, répteis, aves e mamiferos compdem
cadeias alimentares com ambientes propicios para a reproducdo, desova,
crescimento e abrigo natural (DA SILVA, 1987).

Von Sperling (2003) destaca que a recreacdo é um dos usos mais nobres do
ambiente aqudtico, juntamente com a harmonia paisagistica. Por contato primario
entende-se o contato direto e prolongado com a agua, seja pelo banho, natacéo,
mergulho, esqui aquéatico, surfe etc., em que a possibilidade de ingerir quantidades
apreciaveis de agua é elevada. Segundo o mesmo autor, no contato secundario
ndo had o contato direto com o meio liquido, como, por exemplo, tem-se a
navegacao de lazer, pesca ou lazer contemplativo.

Numa visdo integrada, a Bacia do Rio Coc0O esta poluida, o saneamento
basico nédo é suficiente e a mata ciliar esta bastante deteriorada. Tudo isso se
concentra e agrava-se quando o rio chega em Fortaleza, onde se encontra

assoreado e com muito lixo (Figura 8) (MEIRELES, 2008).



Figura 8. Depdsito clandestino de pneus velhos as margens do rio
Cocé (Foto: PESSOA, 2002).

O valor ecoldgico do rio Coco para a cidade de Fortaleza é muito grande; no
controle de enchentes, na preservacao da biodiversidade, no desenvolvimento da
pesca no estuario e mar, na importancia paisagistica e turistica, no controle do
clima, no espaco de lazer e educacdo ambiental que o rio Coc6, o manguezal e
sua planicie de inundacdo propiciam um dos principais recursos hidricos

superficiais do municipio de Fortaleza (PESSOA, 2002).



3. OBJETIVO GERAL

Quantificar e identificar a comunidade de Aeromonas spp. cultivaveis presentes

em agua de superficie e sedimento ao longo do estuario do rio Coco, Ceara.

3.1. OBJETIVOS ESPECIFICOS

» Realizar a contagem padrdo em placas, isolar e identificar cepas de Aeromonas
em amostras de agua e sedimento;

» Verificar a correlacdo das bactérias identificadas com os fatores fisico-quimicos,
salinidade, temperatura e pH do ambiente;

» Determinar os perfis de susceptibilidade a diferentes antimicrobianos entre as
espécies de Aeromonas;

» Estabelecer a possivel origem gendmica da resisténcia entre estirpes que se

apresentaram resistentes a dois ou mais antimicrobianos testados.



4. MATERIAL E METODOS

Foram coletadas, amostras de agua e sedimento, em trés pontos distintos ao
longo do estuario do Rio Cocé,no periodo de outubro de 2007 a abril de 2008. Os
pontos de coleta foram georreferenciados com uso de GPS ao longo da extenséo
do estuario do rio Coco durante os meses. Cada coleta consistia de seis amostras,

totalizando no final dos meses de amostragem, 60 amostras (Figura 9).

Figura 9. Mapa do Rio Coc6 com a descricdo dos pontos de amostragem da
pesquisa. Ponto A (Parque do Rio Cocé); Ponto B (Ponte sobre o rio proximo ao
Shopping Iguatemi) e Ponto C (Foz do rio).

Os locais de obtencdo das amostras foram: PA — Parque Adahil Barreto
(Coc6 antigo) (Figura 10); PB - na ponte préxima ao Shopping Iguatemi (Figura

11) e 0 PC - na foz do rio (praia Caca e Pesca) (Figura 12).



Figura 10. Vista parcial do Rio Coc6, Fortaleza-Ceara. Ponto de
coleta (PA) (Parque Adahil Barreto).

Figura 11. Vista parcial do Rio Cocé, Fortaleza-Ceara. Ponto de

coleta (PB) (Ponte proxima ao Iguatemi).



Figura 12. Vista da Foz do Rio Coco, Fortaleza, Ceara. Ponto de

coleta (PC) (Praia do Caca e Pesca).

As amostras eram coletadas no periodo da manh&, com condi¢Bes variaveis
de maré, e nos locais de coleta era medida a temperatura, utilizando-se um
termémetro com coluna de mercurio, da marca ICOTERM. Em seguida, as
amostras eram levadas imediatamente ao laboratério de microbiologia ambiental e
do pescado no Instituto de Ciéncias do Mar (LABOMAR) da Universidade Federal
do Ceara, sob refrigeracdo, onde eram feitos o processamento das amostras, com
medi¢des do pH e salinidade.

As coletas de agua eram realizadas a uma profundidade de
aproximadamente 30 cm abaixo da superficie da agua, utilizando-se frascos
esterilizados de boca larga com tampas esmerilhadas, enquanto as amostras de

sedimento eram acondicionadas em sacos de polietileno.



4.1. Preparo das amostras

4.1.1. Amostras de agua

A partir das amostras de agua foram preparadas diluicbes decimais
sucessivas (10" a 10™) em Agua Peptonada Alcalina (APA). De cada diluicéo
foram tomadas aliquotas de 100 uL (0,1 mL) e pelo método de espalhamento,
usando alca de Drigalski, eram distribuidas, em duplicata, na superficie do meio
seletivo Agar Gelatina Fosfato Sal (Agar GSP) (Merck) acrescido de 20 pg/mL do
antibiotico ampicilina. As placas eram entédo incubadas invertidas em estufa, onde
permaneciam a 28°C por 24 h (HUGUET et al.,, 1991). Para a determinacdo
qualitativa de Aeromonas foram semeados 10 mL de agua em 10 mL de APA, de
acordo com Matté (1995) e incubadas a 28°C por 24 h sendo entdo plaqueadas,
em duplicata, na superficie do agar GSP, com o auxilio de uma al¢a de niquel-
cromo (teste de presenca/auséncia) (Figura 13).

Decorrido o periodo de incubacdo, as colbnias crescidas nas placas
contendo um numero entre 25 e 250 eram contadas através do meétodo de
Contagem Padrdao em Placas (CPP) (DOWNES; ITO, 2001). Transcorrida a
contagem, eram isoladas de 2 a 3 col6nias tipicas, ou seja, amarelas, devido a
producdo de amilase, com halo claro de 2 a 5 mm de largura ao redor da colénia
(Figura 14). As colbnias isoladas eram entdo transferidas para o meio contendo

agar TSA (Difco) e os tubos eram incubados em estufa a 28°C por 24 h. Apos



esse periodo culturas puras eram entdo devidamente identificadas através de

testes bioquimicos (MATTE, 1995).



Isolamento de Aeromonas na agua
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Figura 13. Esquema representativo utilizado para isolamento de Aeromonas nas

amostras de agua coletada em trés diferentes pontos do rio Cocé, CE.



Figura 14. Placa contendo o Agar GSP com

crescimento caracteristico de Aeromonas .

4.1.2. Amostras de sedimento

Para a andlise do sedimento, foram pesadas, assepticamente, 25 g da
amostra em uma placa de Petri estérii e em seguida transferida para um
Erlenmeyer contendo 225 mL de Agua Peptonada Alcalina (APA) esterilizada,
sendo entdo homogeneizada em agitador magnético por 30 minutos. A partir do
homogenato (diluicdo 10™) seguiram-se as demais diluicbes, até 10™. De cada
diluicdo foram tomadas aliquotas de 100 pL (0,1 mL) e pelo método de
espalhamento, usando-se alca de Drigalski, foram distribuidas, em duplicata, na
superficie do meio seletivo Agar GSP (Merck) acrescidos de 20 pg/mL de
ampicilina. As placas foram incubadas, invertidas, em estufa, onde permaneceram
a 28°C por 24 h (HUGUET et al. 1991). Para a determinacdo qualitativa de
Aeromonas foram semeados 10 mL do sedimento em suspensdo em 10 mL de

APA, de acordo com Matté (1995) e os tubos foram incubados a 28°C por 24 h.



Apos esse periodo forma espalhados in6culos em placas com agar GSP,
utilizando-se alca de niquel-cromo (teste presenca/auséncia) (Figura 15).

A Contagem Padrdo em Placas (CPP) e a identificacdo bioquimica das
cepas seguiram a metodologia descrita acima. Para o calculo do numero
presuntivo de UFC/mL ou g (Unidades Formadoras de Colbnias) de Aeromonas
sp., multiplicou-se o numero de colbnias tipicas contadas, pelo inverso da

diluicdo escolhida.



Isolamento de Aeromonas no sedimento
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Figura 15. Esquema representativo utilizado para isolamento de

Aeromonas nas amostras de sedimento coletadas em trés diferentes

pontos do rio Cocé, CE.



4.1.3. Identificac&o das cepas suspeitas de Aeromonas sp.

As colbnias suspeitas de Aeromonas foram semeadas em tubos contendo
Agar Tripticase Soja (Agar TSA) inclinado, seguido de incubac&o a 28°C por 24 h.
Decorrido esse periodo, as culturas em agar TSA foram submetidas aos seguintes
testes presuntivos: teste em Agar Triplice Acucar e Ferro (Agar TSI), teste em
agar AGS, resisténcia ao 0O/129, oxidase e catalase, de acordo com Harf-Monteil

et al. (2004).

e Teste em Agar Triplice Acgucar e Ferro (Agar TSI):

Para este teste as cepas foram inoculadas por picada em profundidade e em
estrias com o auxilio de uma agulha de niquel-cromo, em tubos contendo o Agar
Triplice Acucar e Ferro (Agar TSI) com uma parte inclinada e outra em coluna. O
periodo de incubacao foi de 24-48 h a 28°C. O teste positivo era caracterizado
pela acidificacdo do meio no 4pice (sacarose +) e acidificacdo na base (glicose +).

A producao de gas pode ocorrer ou ndo (Figura 16).

A B

Figura 16. Tubos contendo o meio TSI (Agar Triplice Acucar e Ferro)

representando positividade para Aeromonas sp.(A — positivo, B — negativo).



e Teste em Agar Gelatina Fosfato Sal (Agar AGS):

Nesse teste, as cepas foram inoculadas por picada em profundidade com
auxilio de uma agulha de niguel-cromo, em tubos contendo o Agar Gelatina
Fosfato Sal (Agar AGS). O periodo de incubacao foi de 24 - 48 h a 28°C. O
crescimento positivo nos tubos era dado pela alcalinidade do meio (sem mudanca

de coloracdo na rampa e na base). A producdo de gas pode ocorrer ou nao

(Figura 17).

Figura 17: Tubo contendo o meio AGS (Agar Gelatina Fosfato Sal) representando

positividade para Aeromonas sp.

e Teste de resisténcia ao 0/129:

Foram estriados, com o auxilio de uma al¢a de platina, indéculos das cepas
suspeitas em placas contendo Agar Muller Hinton. Em seguida, discos de papel de
filtro impregnados com 10 e 150 pg/mL do agente vibriostatico O/129 eram
depositados, na superficie do agar, com o auxilio de uma pinca flambada. As
placas eram entéo, incubadas a 28°C por 24 h. O teste era considerado positivo

guando se observava o crescimento de Aeromonas em toda a superficie da placa,



sem a presenca de halo de inibicdo ao redor dos discos. A bactéria € resistente as

duas concentracdes desse agente (Figura 18).

Figura 18. Teste de sensibilidade ao agente vibriostatico O/129, mostrando

Aeromonas sp. resistente as duas concentracoes.

e Teste de oxidase:

A partir da cultura em Agar TSA, uma pequena porcdo do crescimento era
transferida, por meio de uma al¢ca de platina, para um papel de filtro embebido
com o reagente para oxidase. Logo a seguir realizava-se a leitura. A prova era
considerada positiva mediante a producao de coloracao violeta na regido do papel

de filtro contendo o in6culo (Figura 19).

Figura 19. Demonstracao do teste de oxidase, sendo a placa da direita positiva.



e Teste da catalase:

A partir do crescimento de 24 horas em Agar TSA uma pequena por¢cao da
cultura era transferida para uma lamina de vidro limpa, com o auxilio de uma alca
de platina. Em seguida, a cultura era coberta com uma gota de agua oxigenada a
3,0%. A prova positiva era revelada através da liberacdo de bolhas. As cepas que
apresentavam positividade frente a esta prova, eram consideradas suspeitas de

Aeromonas e entdo se procedia as identificagdes definitivas (Figura 20).

Figura 20. Teste da catalase positiva para Aeromonas sp.

As coldnias que apresentavam positividade para o género Aeromonas nos
testes presuntivos eram entdo submetidas as provas bioquimicas complementares
para confirmacao até espécie: producdo de gas a partir da glicose; prova de Indol,
motilidade; prova de Voges-Proskauer (VP); descarboxilacdo de aminoacidos e

fermentacado de carboidratos (Figura 21).



e Producdo de gas a partir da glicose:

As cepas eram semeadas em tubos contendo caldo vermelho de fenol e
0,5% de D-glicose e tubos de Durham invertidos. Apds incubacgéo por 24 h a 28°C,
eram considerados positivos 0s testes que apresentassem cor amarela, devido a
acidificacdo a partir da fermentacdo da glicose e presenca de gas no interior do

tubo de Durham.

e Producéao de Indol:
Neste teste, as cepas foram semeadas em tubo contendo o meio semi-sélido
SIM. Apoés incubacgdo por 24 h a 28°C, adicionou-se, cuidadosamente, algumas
gotas do reativo de Kovacs. O teste positivo era revelado pela formacdo de um

anel purpura/vermelho na superficie do meio.

e Motilidade:

Com o auxilio de uma agulha de niquel-cromo, realizou-se este teste
inoculando-se a cepa em meio semi-sélido SIM, até % de sua altura. Em seguida,
0s tubos eram incubados a 28°C por 24 h. Apos o periodo de incubacéo, fazia-se
a leitura do teste. O resultado era considerado positivo pela turvacdo do meio e

pela migracdo da bactéria a partir da linha inoculada.

e Provade Voges-Proskauer:
As cepas eram inoculadas em tubos contendo o caldo MR-VP; em seguida

eram incubados em estufa bacteriol6gica a 28°C por até 96 h. ApOs este periodo,



adicionava-se a 1 mL da cultura, 0,6 mL de uma solucédo de a-naftol e 0,2 mL de
solucéo de hidroxido de potassio a 40%, agitava-se levemente, deixando a cultura
em contacto com o O, atmosférico. A prova era considerada positiva quando os

tubos apresentavam uma coloragéo vermelha.

e Fermentacédo de carboidratos:

As cepas eram inoculadas em tubos com o caldo vermelho de fenol
acrescido dos agucares na concentracdo de 0,5%: arabinose, sacarose, lactose,
manitol, salicina. Em seguida os tubos eram incubados a 28°C por 24-48 h. A
positividade dos testes era confirmada pela mudanca da cor de vermelha para

amarela em funcdo da acidificacdo do meio.

e Descarboxilacdo de aminoacidos:

Neste teste cada cepa era inoculada em tubos contendo o meio base (Caldo
Vermelho de Fenol) acrescido de 0,5% de lisina, arginina e ornitina,
respectivamente. Em seguida todos os tubos recebiam uma camada de 6leo
mineral estéril e em seguida eram incubados a 28°C por até 96 h. A prova era
considerada positiva, quando a cor do meio permanecia inalterada (violeta),
devido a descarboxilacdo das aminas, ocorrendo a neutralizacdo do pH acido,
causado pela degradacéo da glicose. No teste negativo o meio base alterava a cor

para amarelo, devido a utilizacdo da glicose.
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Figura 21. Esquema representativo utilizado para identificagdo de Aeromonas

spp. isoladas de agua e sedimento do rio Cocé, CE.



4.1.4. Teste de susceptibilidade aos antimicrobianos (Teste de Kirby - Bauer)

O antibiograma das cepas de Aeromonas foi realizado pelo método de
difusdo em placa (BAUER et al., 1966), seguindo-se a metodologia proposta por
Kirby - Bauer, segundo a orientacdo técnica ditada pelo Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLSI, 2009) envolvendo o uso dos seguintes antibidticos
comerciais: ampicilina (AMP) (10 ug), tetraciclina (TET) (30 pg), penicilina (PEN)
(10 UI), cefalotina (CFL) (30 pg), ceftriaxona (CRO) (30 pg), acido nalidixico (NAL)
(30 pg), cloranfenicol (30 pg) (CLO), eritromicina (ERI) (15 pg), vancomicina (VAN)
(30 pg).

Os discos antimicrobianos estavam mantidos sob refrigeracdo a temperatura
de 2 a 8°C, sendo utilizados dentro do prazo de validade. Antes de serem
testados, foram deixados a temperatura ambiente por aproximadamente duas
horas.

As colbnias, uma vez identificadas como Aeromonas foram renovadas para
um tubo de TSA e ap6s 24 h de incubacdo a 28°C, o crescimento estava
adequado para a realizacdo do antibiograma. Uma alcada era transferida e
inoculada em tubos contendo 9 mL de solucéo salina estéril a 0,85%, até obtencao
do padrdo de densidade Optica da escala de McFarland de 0,5, utilizando-se
espectrofotometro (Micronal B542).com leitura feita no comprimento de onda de
600nm. Esta turvacao representa uma concentracéo bacteriana de 5x10° unidades
formadoras de colonias por mL (UFC/mL) (TRABULSI, ALTERTHUM, 2005)
(Figura 22).

Das solugdes ajustadas foram retiradas in6culos com emprego de “swab”

estéril e semeados em placas de Petri contendo Agar Muller-Hinton. Os discos



impregnados de antibiéticos eram aplicados na superficie do meio com o auxilio

de uma pinca flambada e entdo levemente pressionados no meio. Apés o periodo

de incubacédo procedeu-se a leitura das placas medindo-se, em milimetros, o

diametro da zona de inibicdo do crescimento das col6nias. As cepas eram

caracterizadas como resistentes, de sensibilidade intermediaria ou sensivel de

acordo com uma tabela de mensuracdo dos halos para cada antimicrobiano

usado, fornecido pelo fabricante dos discos impregnados (Tabela 3).

Tabela 3. Padrdo de interpretacdo do teste de difusdo com medidas dos halos e

resultados para sensibilidade, resisténcia e comportamento intermediario das

cepas testadas frente aos antimicrobianos escolhidos.

Antibidtico

Ac.nalidixico
Ampicilina
Cefalotina
Ceftriaxona
Cloranfenicol
Eritromicina
Tetraciclina

Vancomicina

Simbolo

NAL
AMP
CFL
CRO
CLO
ERI
TET

VAN

Conc.
Resistente Intermediario Sensivel

Discos

30 mcg <13 14 a 18 219
10 mcg <13 14 a 16 217
30 mcg <14 15a17 218
30 mcg <13 14 a 20 221
30 mcg <12 13al7 218
15 mcg <13 14 a 22 223
30 mcg <11 12a 14 215
30 mcg <14 15a16 217

Fonte: CECON (2003).
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Figura 22. Esquema representativo utilizado para a realizagdo do antibiograma
das cepas de Aeromonas isoladas de agua e sedimento do Rio Coco, CE.



4.1.5. Cura de plasmidio

As cepas com perfil de resisténcia mudltipla frente aos antimicrobianos
testados foram submetidas a um processo de “cura” de plasmidio tendo como
agente o Acridine Orange (AO) nas concentracdes de 100 pg/mL. As cepas foram
crescidas em Agar Tripticase Soja (Agar TSA) (24h/30°C). Apos esse periodo de
tempo, inoculos foram adicionados aos tubos contendo caldo Luria Bertani (LB)
(controle) e aos tubos contendo caldo LB + AO que foram logo em seguida
incubados em banho-maria sob agitacdo constante (24h/30°C). As culturas
crescidas nesses caldos foram submetidas novamente ao teste de antibiograma
frente aos antibidticos aos quais haviam apresentado resisténcia anteriormente
para verificar alteracao no perfil de resisténcia (MOLINA-AJA et al., 2002) (Figura

23).
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CE.



5.0 - RESULTADOS E DISCUSSAO

Nas Tabelas 4 e 5 sdo apresentados os resultados da analise das 60
amostras ambientais coletadas no Rio Cocd. A CPP de Aeromonas tipicas na
agua variou de 10 UFC/mL a 7.050 UFC/mL no ponto A; de 25 UFC/mL a 38.500
UFC/mL no ponto B; e para o ponto C as contagens foram menores que 10. Para
o sedimento a CPP de Aeromonas sp no estuario do Rio Coc6 variou de 100
UFClest./g a 37.500 UFC/g no ponto A; de 1.200 UFC/g a 43.500 UFC/g no ponto

B; e as contagens no ponto C foram menores que 10.

Tabela 4: Contagem padrdo em placas (CPP) em UFC/mL em amostras de agua
coletadas no estuario do Rio Cocd6,Ce, no periodo de outubro de 2007 a abril de 2008.

CPP (UFC/mL)

Coleta

PA PB PC
1a 90* 95* <10
22 3.900 285 <10
32 10* 25* <10
4a 815 490 <10
5a 40* 44 <10
62 365 1.180 <10
72 25* 160 <10
82 335 235* <10
02 565 435 <10
102 7.050 38.500 <10

*UFC/mL estimada



Tabela 5: Contagem padrdo em placas (CPP) em UFC/g em amostras de sedimento
coletadas no estuario do Rio Cocd,Ce, no periodo de outubro de 2007 a abril de 2008.

CPP (UFC/g)

Coleta

PA PB PC

12 5.500* 11.500* <10
22 750 24.500 <10
32 1.500% <10 <10
42 100~ 200 <10
5a 500* <10 <10
62 9.750 4.750 <10
72 5.600 1.200 <10
82 14.000 25.000* <10
92 3.000 2.500 <10
102 37.500 43.500 <10

*UFC/mL estimada

Pode-se observar que na décima coleta ocorreram as maiores contagens
de Aeromonas sp, oscilando entre 7.050 e 38.500 UFC/mL para 4gua e de 37.500
a 43.500 UFC/g para o sedimento.Enquanto que no ponto C ocorreram as
menores contagens para agua. Para o sedimento as menores contagens
ocorreram também no ponto C. Para os pontos A e B as menores contagens
ocorreram na terceira e quinta coletas,respectivamente.

E possivel que os altos indices de Aeromonas tenham ocorrido pelo fato de
gue a décima coleta aconteceu no més de abril de 2008, periodo chuvoso, fator

que favorece o aumento de matéria organica trazida pela lixiviagdo, e diminuicdo



da salinidade (fator limitante para proliferagdo de Aeromonas) pela a acdo das
chuvas.

A terceira e quarta coletas foram realizadas no més de setembro, periodo
de seca, 0 que, possivelmente, explica a reducdo da contagem de Aeromonas,
pois ocorre uma diminuicdo da intensidade de chuvas acompanhada pelo aumento
da temperatura e salinidade. Resultados semelhantes a esses foram encontrados
por Martins (2005) ao estudar a distribuicdo de Aeromonas no estuario do Rio
Bacanga em Sao Luiz, Maranh&o, quando foram obtidas maiores contagens no
més de abril, 3,0x10° UFC/mL, e as menores no més de outubro 4,6x10% O fato
de o ponto C estar mais proximo da praia e possuir, portanto, uma maior
salinidade pode ter contribuido para uma contagem menor que dez, tanto na agua
guanto no sedimento para este ponto.

Marcel et al. (2002) isolaram e caracterizaram espécies de Aeromonas do
lago Ebrié, Abidjan,Costa do Marfim e também obtiveram as maiores contagens
na estacédo chuvosa quando a salinidade era baixa e as menores nos meses mais
secos, com salinidade acima de 10%,.

Seidler et al. (1980) em um estudo com o objetivo de enumerar e isolar
bactérias do género Aeromonas na agua e no sedimento de um rio situado no
Estado de Washington DC, Estados Unidos, observaram que a maior contagem de
Aeromonas ocorreu no periodo em que a temperatura da agua era mais elevada.
As contagens maximas obtidas em seu estudo foram de 4,0 x10° UFC/g no
sedimento e de 300 UFC/mL na agua.

Além da agua o solo pode ser uma importante fonte de contaminacao por

Aeromonas, como sugere Brandi et al. (1996), que ao estudarem a sobrevivéncia



de cepas de Aeromonas em solo rico e pobre de microflora indigena
puderam notar que as cepas de Aeromonas foram capazes de sobreviver nos dois
tipos de solo analisados. No entanto, Rocha (2004) ao estudar a ocorréncia de
Aeromonas em lagoas de estabilizagcdo no municipio de Lins, Sdo Paulo, observou
gue os parametros fisico-quimicos analisados ndo faziam correlacdo com a
presenca de Aeromonas sp.

Sautour et al. (2003) estudaram o efeito da temperatura, da atividade de
agua e do pH no crescimento de Aeromonas hydrophila e sua sobrevivéncia em
agua, e concluiram que os principais fatores que influenciam na atividade de
crescimento dessa bactéria é a temperatura, sendo o pH o fator de menor
significancia.

Véarios fatores ambientais (matéria organica, nutrientes inorganicos,
oxigénio dissolvido, pH, salinidade, temperatura, etc.) agem nos ecossistemas
aquaticos, influenciando ndo somente na quantidade e na composicdo da
microbiota, mas também na morfologia e fisiologia dos microrganismos
(FIORENTINI et al., 1998). Os resultados referentes as medidas dos parametros
fisico-quimicos medidos, das amostras de aguas superficiais do estuario do rio

Coco estao dispostos na Tabela 6.



Tabela 6. Parametros fisico-quimicos (pH, salinidade e temperatura) dos pontos

de amostragem A, B e C das aguas do Rio Coco, Fortaleza-CE, no periodo de
outubro de 2007 a abril de 2008.

pH Salinidade's, Temperatura °C
Ponto A Ponto B Ponto C |Ponto A Ponto B Ponto C |Ponto A Ponto B Ponto C
1 coleta 7h 75 g1 0 0 36 27 2 o
2" coleta 71 75 g1 0 0 7 27 Zh 27
3 coleta 74 74 g 0 0 39 2h 27 27
£ coleta 7h 75 74 0 3 3 25 27 27
5 coleta 717 7h g1 0 0 36 27 2 i
6% coleta 7h 7h 78 0 0 32 27 2 o
1" coleta 71 7h 759 0 0 32 29 28 2
8% coleta 717 75 77 0 0 i 2 28 28
9 coleta 72 72 g2 0 0 3 2 2 Kl
109 coleta 7 71 7h 0 0 36 2 2 30

Para o pH, os valores variaram entre 7,0 e 8,2, havendo uma tendéncia
maior para a alcalinidade. O més de outubro foi o que apresentou os maiores
valores de pH e o de abril, 0s menores.

Matté (1995) relatou que valores de pH entre 5,5 e 9,0 ndo s6 favorecem a
sobrevivéncia, mas também a multiplicacdo de Aeromonas sp. No presente estudo
foram registrados valores de pH entre 7,2 e 8,2, ao longo do estuério indicando
gue este fator é favoravel ao desenvolvimento desses organismos.

Em relacdo a temperatura pode-se observar que ndo houve variagdes
significativas nos meses de coleta, sendo obtidas temperaturas ideais e favoraveis
ao crescimento e proliferacdo de Aeromonas.

Segundo Melo et al. (1990), a temperatura é um fator de fundamental

importdncia uma vez que sua elevacado provoca um aumento consideravel no



namero de microrganismos, quando a agua contém pequena quantidade de
elementos nutritivos.

No que diz respeito ao fator salinidade este sofreu pouca variacdo durante
0s meses de coleta, figurando como o principal fator limitante neste trabalho,
divergindo dos resultados de Martins (2005), que encontrou 0s menores valores
de salinidade (4,1 a 7,8%,) no més de abril, meses de chuva; e os maiores valores
foram obtidos em outubro (23,1 a 27,4%,), periodo de estiagem.

Rael e Frankenberger (1996) estudaram a influéncia do pH, salinidade e
selénio no crescimento de Aeromonas veronii na 4gua de drenagem de uma
agricultura, em Fresno County, Califérnia, e concluiram que a salinidade pareceu
ser o fator mais limitante do estudo por eles realizado.

Quando analisadas em seu conjunto, a temperatura, o pH e a salinidade,
demonstram a existéncia de condi¢cdes ambientais extremamente propicias para
ocorréncia e multiplicacdo de Aeromonas para 0s pontos de coleta A e B.

Diversos estudos demonstram que as caracteristicas bioquimicas desse
género podem variar de acordo com a fonte de isolamento, e mesmo com
caracteristicas geograficas, favorecendo uma variabilidade de resultados dos
testes e dificultando o posicionamento taxondmico dos isolados (JOSEPH,;
CARNAHAM; 2000).

No presente estudo foram isoladas 120 cepas suspeitas de Aeromonas
sendo que 34,1%(41) cepas foram identificadas até espécie. Das espécies
identificadas, 37,7% (17) foram isoladas do ponto A: 24,4%(11) da agua e

13,3%(6) do sedimento; 51,1% (23) foram isoladas do ponto B: 40%(18) da agua e



11,1%(5) do sedimento; e do ponto C foi isolada apenas 2,2% correspondendo a

uma estirpe proveniente do sedimento (Figuras 23 e 24).

Ocorréncia de Aeromonas em agua do estuario do Rio Cocd, CE.
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Figura 24: Ocorréncia de Aeromonas em agua de trés pontos distintos do Rio
Coco, CE.

Ocorréncia de Aeromonas em sedimento do estuario do Rio Coco, CE.
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Figura 25: Ocorréncia de Aeromonas em sedimento de trés pontos distintos do
Rio Cocé, CE.



O ponto B € o mais proximo da cidade, local onde se observa um maior
impacto ambiental devido a proximidade com o shopping Iguatemi, motivo que
pode ter favorecido a ocorréncia de um maior numero de isolados nesse local de
coleta.

Durante os meses de amostragem foram isoladas e identificadas as
espécies Aeromonas caviae, Aeromonas sobria, Aeromonas trota, Aeromonas
salmonicida e Aeromonas allossacharophyla. E importante ressaltar que de um
mesmo ponto foi isolado mais de um tipo de Aeromonas (Figuras 24 e 25).

Dentre as espécies de Aeromonas isoladas das amostras de agua
constatou-se que A. caviae teve frequéncia de 46,6%, A. sobria de 7,3%, A.
salmonicida de 12,2%, A.trota de 2,2% e A. allossaccharophyla de 2,2%, do total
das cepas testadas. Em relacdo as amostras de sedimento a espécie mais
freqiente também foi A. caviae com 29,2%, seguida por A. sobria com 2,2% do

total de isolados (Figura 26).
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Figura 26: Percentual de espécies de Aeromonas sp. identificadas em trés pontos
distintos do Rio Coco, CE.

Leitdo e Silveira (1991) encontraram uma positividade de 77% para
Aeromonas spp, ao usarem o mesmo método de analise em diferentes tipos de
amostra: agua e pescado de origem marinha, e agua e peixes de rios e hortali¢as.
No entanto, esses autores observaram maior frequéncia da espécie Aeromonas
hydrophila, em discordancia com os resultados obtidos neste estudo.

De acordo com Turnbull et al. (1984) e Araujo et al. (1991), Aeromonas
caviae é a espécie mais encontrada em agua doce, no entanto, Matté et al. (1995),
ao analisarem 64 amostras de agua de superficie e 24 de sedimento da Represa
de Guarapiranga em Sao Paulo, verificaram que em 76,6% das amostras foram
isoladas Aeromonas jandaei, em 43,7% Aeromonas sobria, em 31,2% Aeromonas

caviae e em 18,7% Aeromonas hydrophila.



Evangelista-Barreto et al. (2006) ao isolarem Aeromonas de ostras
coletadas em um bercéario natural no estuario do Rio Coco, obtiveram 67% de
positividade para Aeromonas. A presenca desse patdgeno em moluscos pode
representar um indicador de contaminacdo fecal, tendo em vistas que esses
animais séo filtradores (ARAUJO et al., 1991). Ormem e Ostenovik (2001) fazem
referéncia ao aumento do risco de infeccdo humana através da exposicao direta
de feridas ao ambiente contaminado, ou ao consumo de alimentos, principalmente
agueles que sao consumidos in natura

Rocha (2004) ao estudar a ocorréncia do género Aeromonas em sistemas
de tratamento de esgotos por lagoas de estabilizacdo no municipio de Lins, SP,
também conseguiu isolar uma grande variedade de espécies, entre as quais estao
A. caviae, A. allossacharophyla e A. trota, espécies também relatadas no presente
estudo.

Estudos realizados por Brandi et al. (1996) constataram que 0 solo pode
representar uma importante reserva de Aeromonas hydrophila, A. caviae e A.
sobria, assim como foi confirmada nesta pesquisa.

Muito embora a espécie Aeromonas hydrophila seja a mais preocupante em
termos de patogenicidade, ndo se deve esquecer que Aeromonas caviae, isolada
de todas as amostras estudadas, também produz fatores de viruléncia, sendo
tidas como as principais patogénicas ao homem (BUCHANAN; PALUMBO, 1985).
Gautam et al. (1992) afirmam que a A. caviae tem menor patogenicidade, mas em
algumas areas geograficas tem grande importancia por estar associada a casos

de diarréia.



Rossi Juanior et al. (1996) ressaltam a grande preocupacdo que passou a
ser dispensada as bactérias do género Aeromonas spp, por serem capazes de
estabelecer diferentes tipos de patogenias que acometem tanto animais quanto
homens.

Os resultados referentes a susceptibilidade a antimicrobianos comerciais,
das cepas de Aeromonas isoladas de agua e sedimento do Rio Coco, séo
apresentados na Tabela 7, constatando-se que as cepas de Aeromonas testadas
mostraram-se resistentes a ampicilina. Geralmente, essa resisténcia pode estar
relacionada a producdo natural pelas Aeromonas de B - lactamases, as quais
hidrolisam o anel B-lactamico do antibiético, tornando-o inativo (FOSSE et al.,
2003).

Segundo Santos et al. (2003), o aumento da resisténcia bacteriana aos
antibiéticos B — lactamicos tem sido associado, em grande parte, a disseminacao
das (Beta — lactamases de Espectro Estendido) ESBL. A resisténcia bacteriana
decorrente da producdo de ESBL pode também ser induzida durante a
terapéutica, criando—se um problema independente do procedimento laboratorial.

Resisténcia bacteriana € um conjunto de mecanismos pelos quais
microrganismos adquirem imunidade a um ou a mais antimicrobianos (CHIQUITO;
MONTIANI, 1997) em virtude da selecdo genética, induzindo a uma rapida
propagacéo de genes com resisténcia a multiplas drogas, atingido outras bactérias
gue nédo foram expostas ainda aos antimicrobianos (MORIARTY,1999).

O indice de cepas bacterianas resistentes a antimicrobianos no ambiente
aguatico tem aumentado desde a década de 70, no século passado. Este &

resultante do seu uso indiscriminado na profilaxia ou terapéutica humana e animal



ou ainda na implementacdo da producdo de alimento. Esse aumento €

consequUéncia também da disseminacdo de plasmidios, que possuem genes de

resisténcia, proporcionando uma maior flexibilidade genética em populacdes

microbianas para adaptacdes e sobrevivéncia em ambientes hostis (CARDONHA

et al., 2005).

Tabela 7: Perfil da susceptibilidade aos antimicrobianos das 41 cepas de Aeromonas

isoladas da &gua e do sedimento de trés pontos distintos do Rio Coco, CE.

Antibidticos
Espécies

A.caviae (n=30)

A sobria (n=4)

A salmonicida (n = B)

Adrofa(n=1)

N®. (%) susceptibilidade a

AMP TET NAL VAN CRO ERI CLO  CFL PEN

24(80)  3(10)  9(30) 22733 - 30100y - 23(7B8) 30(100)
2A50) - 125)  2(50) - 4000 - 3(75)  4(100)
5(1000 - 1(168) 1(186) - B(100) -  1(166) 6(100)
1(100) - : 0om - 1aom - 100 1¢100)

ampicilina (AMP) ; tetraciclina (TET) ; acido nalidixico (NAL); vancomicina (VAN) ; ceftriaxona
(CRO); eritromicina (ERI) ; cloranfenicol (CLO) ; cefalotina (CFL) ; penicilina ( PEN) .

Grande parte dos isolados obtidos foi resistente a eritromicina e todos 0s

isolados foram resistentes a penicilina, 33 cepas foram resistentes a ampicilina, 28

a cefalotina, 26 a vancomicina, 11 ao acido nalidixico e trés a tetraciclina. Nenhum

dos isolados testados apresentou resisténcia ao cloranfenicol e a ceftriaxona

(Figura 27).
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Figura 27: Percentual de resisténcia a antimicrobianos das cepas de Aeromonas

isoladas de 4gua e sedimento em trés pontos distintos do Rio Coco, CE.

A elevada frequéncia de resisténcia a eritromicina esta de acordo com
estudos de Radu et al. (2003). Quanto a resisténcia a tetraciclina outros trabalhos
(GHENGHESH et al., 2001; VIVEKANANDHAN et al., 2002) relatam frequéncias
superiores as descritas para os isolados analisados. A eritromicina € um
antibiotico que pertence a familia dos macrolidios, sendo, portanto um
bacteriostatico eficiente que trabalha inibindo a sintese protéica dos
microrganismos. E muito eficaz contra os cocos gram-positivos e é utilizado
frequentemente como um substituto para a penicilina (TAVARES, 2001).

Os resultados obtidos nessa pesquisa concordam com os resultados
encontrados por Goii-Urriza et al. (2000). Esses autores relataram que a maioria

das cepas de Aeromonas sp. recuperadas de amostras de aguas coletadas em

pontos préximos a descargas de esgotos em dois rios europeus (Arga, na



Espanha e Garonne, na Franca), eram resistentes a ampicilina (99%), cefalotina
(93%) e cefatoxima (56%).

Vila et al. (2003) encontraram resisténcias de cepas de Aeromonas
variaveis ao cloranfenicol e a tetraciclina, atribuindo esse fato ao uso extensivo
desses agentes antimicrobianos em paises industrializados. O cloranfenicol
impede a unido dos aminoacidos pela inibicAo da peptidiltransferase; ja a
tetraciclina atua inibindo a sintese protéica (TRABULSI; ALTERTHUM, 2005).

As espécies de Aeromonas sp. testadas mostraram-se bastante sensiveis
ao cloranfenicol e a ceftriaxona. Esses resultados concordam com os encontrados
por Koehler e Ashdown (1993), que apds testarem cerca de 22 antibidticos em
espécies de Aeromonas isoladas de humanos (feridas, fezes e sangue) em
Queensland, Australia, detectaram a sensibilidade de todas a esses antibibticos.

Evangelista — Barreto (2006) estudando Aeromonas em ostras coletadas
no Rio Cocd, encontrou todas as cepas sensiveis ao ciprofloxacin e ao
cloranfenicol; e a maioria delas sensiveis ao &cido nalidixico, a ceftriaxona e a
cefalotina, semelhantes aos dados encontrados nessa pesquisa.

No entanto, nossos resultados discordam dos encontrados por Miranda; e
Castillo (1998) que, ao testarem resisténcia de Aeromonas moveis isoladas de
amostras de agua doce no Chile frente a antibidticos e metais pesados
observaram que, mesmo em menor numero, as cepas demonstraram resisténcia a
tetraciclina.

No que diz respeito a vancomicina, antibiotico pertencente a familia dos
glicopeptidios, os resultados encontrados discordam dos apresentados por Martins

(2005), que, ao analisar os efeitos da emissdo dos efluentes domésticos na



proliferacdo de Aeromonas sp. em aguas de superficie e pescado do estuério do
rio Bacanga, Sao Luis/Ma, detectou cepas de Aeromonas hidrophyla e
Aeromonas caviae sensiveis a esse antibiotico, enquanto que nesse trabalho mais
da metade dos isolados de A. cavie se mostraram resistentes.

Chaudhury et al. (1996) relataram um aumento na incidéncia de cepas de
Aeromonas sp. multi-resistentes isoladas tanto de fontes clinicas quanto
ambientais, também observado nesse estudo, visto que das 41 cepas testadas 33
(80,5%) foram resistentes a pelo menos dois dos antibidticos utilizados, sendo
todos de familias diferentes (Tabela 8).

Das 33 cepas analisadas, apenas duas apresentaram resisténcia plasmidial
a eritromicina, sendo assim essa resisténcia pode ser transmitida verticalmente de
uma espécie de Aeromonas para outra, sugerindo que pode haver um aumento no
grau de infec¢cbes por Aeromonas nos usuarios dos rios.

Hirsch et al. (2006) estudando a resisténcia a antimicrobianos de espécies
de Aeromonas isoladas de peixes e ambientes aquaticos, puderam verificar que a
resisténcia as quinolonas era cromossOmica, concordando com os resultados
desse trabalho, quando apenas 26% dos isolados apresentaram resisténcia
plasmidial.

A presenca de tais Aeromonas potencializa o risco de difusdo de genes de
resisténcia entre as populacdes bacterianas de ambientes aquaticos, quer seja
sob forma de plasmidios, quanto por transposons (SCHMIDT et al., 2001).

Palu et al. (2006) analisando a resisténcia antimicrobiana de cepas de
Aeromonas isoladas de alimento, encontraram resisténcia plasmidial a tetracilina,

coincidindo com os resultados do presente trabalho. Somente uma cepa de A.



salmonicida, isolada do ponto B perdeu a resisténcia a tetraciclina ap6s o
processo da cura plasmidial. Das cinco cepas dessa mesma espécie quatro
apresentaram resisténcia cromossomial a tetraciclina e a todos os outros
antimicrobianos.

Um estudo comparando a presenca de plasmidios em Aeromonas
provenientes de amostras ambientais e clinicas revelou que esses elementos séo
mais comuns em cepas de A. sobria ambientais do que em clinicas (BROWN et
al., 1997).

A presenca desses elementos extracromossémicos nas cepas de
Aeromonas sugere que, independente do local de coleta o rio Cocd pode
representar ndo s6 uma fonte de organismos patogénicos, (como é o caso de
Aeromonas), mas também uma fonte de organismos aptos a transferir fatores de
resisténcia e capacidade adaptativas aos demais microrganismos presentes no

ambiente.



Tabela 8: Perfil de multi-resisténcia antes e depois da cura, a antimicrobianos

isolados de 4gua e sedimento em trés pontos distintos do Rio Coco, CE.

Perfil de resisténcia

Espécie -
Antes da cura Depois da cura
A. caviae AMP; VAN; ERI; CFL; PEN. VAN; CFL; PEN.
A. trota AMP; VAN; ERI; CFL; PEN. VAN; CFL; PEN.
A. caviae AMP; NAL; VAN; ERI; CFL; PEN. NAL; VAN; CFL; PEN.
A. caviae AMP; ERI; CFL; PEN. CFL; PEN.
A. caviae AMP; ERI; CFL; PEN. CFL; PEN.
(F; A. caviae AMP; ERI; CFL; PEN. CFL; PEN.
N A. caviae AMP; VAN; ERI; CFL; PEN. VAN; CFL; PEN.
(-_I; A. caviae ERI; CFL; PEN. CFL; PEN.
A. caviae AMP; VAN; ERI; CFL; PEN. VAN; CFL; PEN.
A A.salmonicida | AMP; TET; VAN; ERI; CFL; PEN. TET; CFL; PEN.
A. sobria AMP; VAN; ERI; CFL; PEN. CFL; PEN.
A.salmonicida | AMP; VAN; ERI; PEN. VAN; PEN.
A.salmonicida | AMP;TET; ERI; CFL; PEN. TET.
A. caviae AMP; NAL; ERI; CFL; PEN. -
A. caviae AMP; NAL; ERI; CFL; PEN. -
A. caviae AMP; TET; NAL; VAN; ERI; CFL; PEN. AMP; TET; NAL; VAN; CFL; PEN.
A. caviae AMP; TET; NAL; VAN; ERI; CFL; PEN. AMP; TET; NAL; VAN; CFL; PEN.
A.salmonicida | AMP; TET; NAL; VAN; ERI; CFL; PEN. VAN; CFL; PEN.
A. sobria AMP; VAN; ERI; CFL; PEN. VAN; CFL; PEN.
A. caviae ERI; CFL; PEN. CFL; PEN.
p A. sobria AMP; NAL; ERI; CFL; PEN. NAL; CFL; PEN.
O A. caviae AMP; VAN; ERI; CFL; PEN. VAN; ERI; CFL; PEN.
'II\'I A. caviae AMP; VAN; ERI; CFL; PEN. ERI; CFL; PEN.
o) A. caviae AMP; VAN; ERI; CFL; PEN. ERI; CFL; PEN.
A. sobria AMP; VAN; ERI; CFL; PEN. VAN; PEN.
B A. caviae AMP; VAN; ERI; PEN. PEN.
A. caviae AMP; TET; VAN; ERI; PEN. VAN; PEN.
A. caviae AMP; TET; VAN; ERI; CFL; PEN. TET; CFL; PEN
A. caviae AMP; NAL; VAN; ERI; CFL; PEN. NAL; VAN; CFL; PEN.
A. caviae AMP; VAN; ERI; CFL; PEN. VAN; CFL; PEN.
A.salmonicida | AMP; TET; NAL; VAN; ERI; CFL; PEN. TET
A.salmonicida | AMP; TET; VAN; ERI; PEN. TET; VAN; PEN.

A. caviae

AMP; ERI; PEN.




6. CONCLUSOES

Conclui-se que o estuario do Rio Cocé esta contaminado por Aeromonas e
gue muitas delas apresentam resisténcias a antibioticos denotando um ambiente
poluido e de risco para a populacdo que usa suas aguas para lazer, pesca ou

outra atividade qualquer.
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