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RESUMO

Muitas pesquisas tém associado contaminacdo aguatibiental com infec¢des
de Vibrio em humanos, sugerindo que a importancia do manitento sistematico das cepas
ambientais se faz necessario para definir seuvmgstencial patogénico e sua significancia
clinica. O objetivo dessa pesquisa foi estudavarsidade do géneidibrio isolado de quatro
regides estuarinas no Estado do Ceara, (PacotiifoClRirangi e Jaguaribe). As coletas
realizadas resultaram num total de 32 amostraguie @ 32 de sedimento, durante os meses
de janeiro a abril de 2009. Foram catalogadas A€cess de bactérias pertencentes ao género
Vibrio, das quaig/ibrio parahaemolyticug Vibrio alginolyticusforam as mais abundantes
nos quatro estuario¥. parahaemolyticuao Rio Chor6 e/. alginolyticusno Rio Pacoti. As
cepas identificadas foram submetidas a testes steestibilidade a quinze antimicrobianos.
Todas as cepas analisadas (197) apresentaram tdiidage a sulfazotrim, ciprofloxacin,
acido nalidixico e cloranfenicol, sendo que centsessenta e trés (82%) apresentaram
resisténcia a penicilina G, cento e oito (54%) @iaiiina, quinze (7%) a cefalotina, trés (1%)

a aztreonam, uma (0,5%) a gentamicina, a cefotagimaeftriaxona. Cinquenta e uma cepas
(25%) apresentaram comportamento intermediariotdreén cefalotina, vinte e oito cepas
(14%) a ampicilina, dez (5%) a aztreonam, oito (4%gtracilina, duas (1%) a oxitetraciclina

e uma (0,5%) a florfenicol, a cefotaxima, a cekviaa, a estreptomicina e a gentamicina.
Foram escolhidas cinco espécies patégenas ao hgrammverificacdo de seus fatores de
patogenicidade. As cepas identificadas covhoparahaemolyticug64) e V. cholerae(9)
foram analisadas através de técnicas de biologlacuar, usando genes que confirmam as
espécies e genes que indicam viruléncia. Das 64taasade/. parahaemolyticuanalisadas,

63 foram positivas para o getieespecifico para espécie, 57 para o déhe 20 para drh,
genes que indicam patogenicidade. Das nove cepdsatmleraecinco foram positivas para

0 geneompW,gene especifico para espégerém, nenhuma amostra apresentou 0os genes de
viruléncia ctxA, zot, tcpe rfbO1. Com isso conclui-se que os estuarios dos riogsaaials
apresentam uma elevada abundancia de espéciesy ¥ndoarahaemolyticuse V.
alginolyticus como as mais abundantgd antibiograma das cepas isoladas mostrou uma
elevada resisténcia a penicilina e a ampicilinaafoencontradas elevada positividade para a
presenca dos fatores de viruléncia nas cepas pert&s as espécies Wério patégenas a
humanos. As cepas 8 parahaemolyticugpresentaram genes de viruléncia indicando que
as cepas podem acarretar danos a saude publiceesénga dd/. choleraefoi confirmada

nas aguas e sedimento dos estuarios.

Palavras-chave: diversidadébrio cholerae genes de viruléncia
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Abstract

The frequent association of environmental aquaii@amination with vibriosis in
humans suggests the need for systematic monitandgstudy of environmental vibrio strains
and their pathogenic potential and clinical sigrafice. The objective of this study was to
evaluate the diversity of vibrio species in foutuesies (Pacoti, Chord, Pirangi and Jaguaribe)
in Ceara, Northeastern Brazil. Nineteen vibrio sgewvere identified in 32 water samples and
32 sediment samples collected between January pnd2809. OverallV. parahaemolyticus
andV. alginolyticuswere the most abundant (the former in Chord, étierd in Pacoti). The
isolated strains were submitted to antibiogramngswith 15 antibiotics. All strains (n=197)
were susceptible to sulfametoxazol-trimetoprim, rafloxacin, nalidixic acid and
chloramphenicol. Resistance was observed to pkni@l (n=163; 82%), ampicillin (n=108;
54%), cephalothin (n=15; 7%), aztreonam (n=3; 1§éjtamicin, cefotaxime, ceftriaxone (1
each; 0.5%). Partial resistance was observed talatef (n=52; 25%), ampicillin (n=28;
14%), aztreonam (n=10; 5%), tetracycline (n=8; 4%¥ytetracycline (n=2; 1%), and
florfenicol, cefotaxime, ceftriaxone, streptomyeind gentamicin (1 each; 0.5%). Five species
known to be pathogenic to humans were chosen falysis of factors of pathogenicity.
Strains belonging to the speci¥s parahaemolyticugn=64) and V. cholerae(n=9) were
submitted to molecular analysis using genes toicuonthe species and indicate virulence.
Sixty-three strains ol/. parahaemolyticusvere positive for species-specific 57 were
positive fortdh and 20 fortrh. Five strains oV. choleraewere positive for species-specific
ompW,but no strains presented the geab®\, zot, tcpr rfbO1. In conclusion, the estuaries
surveyed presented a great diversity of vibrio gsdhe most abundant of which wére
parahaemolyticusaand V. alginolyticus.Resistance to penicillin and ampicillin was eledat
and positivity for virulence factors was considéeabmong strains of species pathogenic to
humans.V. parahaemolyticustrains presented virulence genes indicating taskpublic

health.V. choleraewas identified in samples of both water and sedime

Key words: diversity,Vibrio cholerag virulence genes
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cholerae(Vc) com osprimers dos genes de virulénciatxAB (536 73
pb), tcp (805 pb) rfbO1 (638 pb) e zot(947 pb) As cepas P1 e P2
sao, respectivamente, O1 Classico 569B e ndo O1LEXT7.
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1 INTRODUCAO

Em virtude do acelerado crescimento urbano-indalstias cidades, o aporte de
cargas poluentes carreadas para 0s ecossistemasicagucosteiros tem aumentado
consideravelmente nos ultimos anos (IGBNOSA; OK@6B(8). Tal descarga compromete a
qualidade ambiental, fazendo com que seja necassattilizacdo de indicadores para ajudar
na avaliacdo das alteracdes existentes (MARINS; IPABILHO; ROCHA, 2007). Vale
ressaltar que a sensibilidade dos ecossistemasraisataos impactos depende das
caracteristicas ecoldgicas, biogeoquimicas, e taslamles humanas existentes. O que se
sabe € que, 0s ecossistemas naturais possuem yraadeae intrinseca de imobilizar
substancias contaminantes (LACERDA, 2007).

Dentre os ambientes costeiros, o ecossistema maalghidastante estudado por
apresentar varias funcbes e servicos, sendo resmngela ciclagem dos nutrientes
(CANNICCI et al, 2009), produtividade elevada, protecdo dos arndsecosteiros contra a
erosdo e enxurradas (FIELD, 1995), e manutencéeadas espécies de plantas e animais
(MARINS; PAULA FILHO; ROCHA, 2007). Vérias atividad sédo realizadas no manguezal
dentre elas pode-se citar a retirada da madeira gamstrucdo de botes ou de lenha e a
construcdo de tanques para a aquicultura, umaladigieconémica que tem crescido a nivel
mundial (LI; CHEN, 2009, NAYLORet al., 1998). Com a aquicultura o uso de
antimicrobianos como agentes terapéuticos tambémmemtou, sendo muitas vezes
encontrados no ambiente (MUDRYK, 2005).

Os antimicrobianos sao drogas utilizadas na meitiomana e veterinaria
visando prevencdo e o tratamento de doencas (&M, 2007). Apds o inicio da sua
utilizagdo, algumas bactérias patogénicas comecagammostrar sinais de resisténcia
(GROHMANN; MUTH; ESPINOSA, 2003).

Segundo Yatest al. (2004) os genes que caracterizam a resisténciaaetérias
sdo comumente transmitidos por plasmidios, tramgEpgenes cassetes ou outros elementos
genéticos maoveis, permitindo que a passagem haalzonorra entre linhagens, espécies e
varios géneros, através da mobilidade genéticéesés

O potencial de transferéncia dos plasmidios € edpemnte significante pelo fato
de que muitas bactérias que contém plasmidios o esssociadas com a resisténcia a
antibidticos, e exibindo altos padrdes de sobragdig&nos ambientes aquaticos (AZEVEDO,
1998, BAYAet al, 1986, MUDRYK, 2005, PAUIlet al, 1991).
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Muitas pesquisas tém associado a contaminacéaoi@aétbiental com infecgbes
de Vibrio em humanos, sugerindo que a importancia do moniemgo sistematico das cepas
ambientais se faz necessario para definir seuymbgstencial patogénico e sua significancia
clinica (BAFFONEet al, 2003).

Os vibrios pertencentes a familia Vibrionaceaeglatente apresentando mais de
95 espécies (DSMZ, 2011), sao bactérias Gram-negatindigenas de ambientes marinho e
estuarino. Sua ocorréncia e patogenicidade podeninBieenciadas por fatores fisicos e
quimicos, mostrando em alguns casos certa complégjde apresentando uma estreita
relacdo com: citotoxinas, enterotoxinas e enziratisals. Pesquisas ressaltam que algumas
espécies de vibrios apresentam em seu DNA, gepazasmde produzir toxinas, tais como a
hemolisina direta termoestavel (TDH), a hemolisiaemoestavel relacionada (TRH) e a
toxina colérica (CTX) (CHAGet al, 2009, GOElet al, 2010, MASINIet al, 2007).

Vibrio parahaemolyticus habitante de &guas costeiras estd freqlientemente
associado a surtos alimentares ocasionados paat&iigde organismos consumidos crus ou
mal cozidos, podendo causar gastrenterites leveeweras (RIZVEt al, 2006). Enquanto,

V. choleraesorogrupo O1 é o agente causador da cOlera emidésapaz de causar surtos
explosivos em varios locais do mundo (BHANUMAT&tlal, 2002, ISLAMet al.,2004).

A ocorréncia dos genes que indicam a presencardalisena direta termoestavel
(TDH) e da hemolisina termoestavel relacionada (JB&b indicios de patogenicidade\de
parahaemolyticus(ROBERT-PILLOT et al, 2004). Enquanto que, a capacidade \te
cholerae causar a coélera é primariamente dependente da ss@orede dois fatores de
viruléncia: uma potente enterotoxina conhecida céoxina colérica — CT, e um fator de
colonizacéo do pelo, pelo corregulador da toxif&P (REEN; BOYD, 2005).

A identificacdo de isolados débrio do ambiente tem sido impreciso e cansativo.
Muitas vezes sdo necessarios testes bioquimistdpfiicos ou chaves de identificacdo para
melhorar o desempenho dos resultados. Por corsta, disiso da técnica de Reacédo de Cadeia
de Polimerase (PCR), um dos métodos mais utilizpaoa a investigacdo epidemioldgica,
traz uma maior rapidez e economia, superando agascconvencionais utilizadas (REEN;
BOYD, 2005, CHARI; DUBEY, 2006, SINGHet al, 2001). O multiplex PCR foi
desenvolvido para auxiliar na identificacdo de esegpidémicas de/. cholerae que
apresentam genes dixetcp (NANDI et al, 2000)

A tipagem molecular é usada para estudos epidegiool® fornecendo

informacOes sobre as diferentes cepas bacteriaxiaterdes, a fonte de infeccédo, os
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marcadores moleculares de viruléncia e os hosmedespecificos das cepas (CHA&Oal,
2009).
Diante do exposto, do ponto de vista ecologico, igerdgidade genotipica

bacteriana € importante para entender a evolugdaptacdo, interacdo competitiva das

espécies e o espalhamento dos gendtipos patogéhiédtMUD et al.,2007).



MENEZES, F. G. R. Caracterizacao fenotipica e dpiuat de bactérias... 19

2 OBJETIVOS

2.1 Geral

Estudar a diversidade do généfibrio isolado de quatro estuarios no Estado do

Ceard, (Pacoti, Chor6, Pirangi e Jaguaribe)

2.2 Especificos

l. Quantificar Coliformes totais e termotolerantes amostras de agua e de sedimento

de quatro estuéarios no Estado do Ceara, (PacairéCRirangi e Jaguaribe);

Il. Constituir uma colegdo débrio presentes em diferentes estuarios do Cearg;

lll. Isolar e caracterizar taxonomicamente cepas \dbrio usando técnicas

convencionais e de biologia molecular;

IV. Determinar a susceptibilidade antimicrobiana depas d¥ibrio frente a diferentes

antibioticos usualmente empregados na aquicultura;

V. Pesquisar fatores de viruléncia em algumas ce&gaVibrio através de testes

fenotipicos;

VI. Pesquisar genes de patogenicidade em cepa¥ilde parahaemolyticus e V.

choleraeatravés de testes moleculares.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Estuario e manguezal

O termo estuario deriva do latimAéstus, que significa maré. Cameron e
Pritchard (1963) definem estuario como um corpagiea costeira semi-fechado que tem uma
coneccdao livre com o mar aberto e dentro do gqégua do mar é mensuravelmente diluida
na agua doce derivada da drenagem terrestre.

Em climas quentes, as vegetacoes tipicas de ctengserados, as gramineas, sao
substituidas pela vegetacdo dos mangues, conatitlédarvores de porte relativamente
pequeno.O ecossistema manguezal sdo comunidades de plzar@asteristicas de lugares
abrigados e encharcados que crescem em areagagstetalizados em zonas tropicais e
subtropicais ao longo das margens protegidas dosres (SOUSA, 2006), apresentando
diferentes gradientes ambientais, determinados galiaidade, formato e tipos de solo
resultado da dinamica flavio-marinha (URREGO; BERNAOLANIA, 2009), ocupando
aproximadamente 181.000 KGELLISSON, 2000). O Brasil apresenta a segunda méaia
de manguezal do mundo e a maior das Américas (GRBISRLACH-LIRA, 2010, SOUSA
et al, 2006).

O nuamero de espécies vegetal em um manguezal pedarca 70, divididas entre
20 e 27 géneros e variando entre 16 a 19 famigaglahtas (ELLISON, 2000, LI; CHEN,
2009). Sua composicao floristica pode ser detewhaimela tolerancia das diferentes espécies
ao substrato e as condi¢des salinas existentesydazzom que ocorra certa dominancia de
uma ou varias espécies em determinada area. Assrdés arvores que ficam submersas nos
sedimentos podem servir tanto como armadilhas, cpana contribuir para o processo de
agregacéo do solo, evitando que ocorra sua eroRREGO; BERNAL; POLANIA 20009).
Sua dinamica protege contra possiveis inundacdéae,das ondas e formacao de tempestades
com eventos catastroficos tais como a criagcdo dacdes e tufdes (LI; CHEN, 2009,
WALTON et al, 2007).

Os mangues também sao hospedeiros de varias cadesidle vertebrados e
invertebrados, servindo muitas vezes como reflgia pnimais que tiveram de alguma forma
seushabitatsdestruidos ou modificados (ELLISON, 2000).
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Cerca de 70% das zonas costeiras tém apresenédalalsignificancia ecoldgica
a socio-econémica (TAMt al, 1997), trazendo beneficios para a populacdo:lotadieira,
papel, compostos bioativos tais como o taninojzatlo para fins medicinais, e frutas
comestiveis utilizadas como fonte de alimento (BQN, 2000, LI; CHEN, 2009).

Nas ultimas décadas, os manguezais estdo sofremdama alta exploracdo do
seu espaco para a realizacédo de algumas fontesbdd¢hb na agricultura, mais especialmente
a aquicultura, o cultivo de organismos aquaticoAWON et al., 2007). Essa elevada
exploracdo tem ocasionado uma perda na vegetagaterdg®, agravando a diversidade
genética, podendo causar um declinio naabéat(LI; CHEN, 2009, TAMet al.,1997).

A aquicultura no Brasil vem recebendo destaquelitoros anos, em virtude do
aumento de demanda mundial por alimentos de oraggratica, que se deve tanto ao fato de
uma expansdo populacional como a uma preferéncra aimentos mais saudaveis
(REBOUCAS, 2010).

Dentro dessa atividade um grupo de microrganismues rgerece destaque é o
géneroVibrio, conhecidos por serem importantes patdogenos mawiede animais cultivados
e humanos, porém, Thompsen al (2004) ressaltam que os vibrios desempenham um
importante papel na ciclagem de nutrientes dos emds aquéticos através do transporte de
matéria organica dissolvida, apresentam a capazidadiegradar quitina, um homopolimero
presente nos oceanos principalmente como princgalponente formador do exoesqueleto
dos crustaceos e moluscos e algumas espécies piosdaem a habilidade de degradar
hidrocarbonetos aromaticos policiclicos em sediogntarinhos impactados por derrames de

petréleo.

3.2 Antimicrobianos

Inicialmente, foi utilizado o termo antibiose pouiMemin, em 1889, para definir
0 processo natural de selecéo pelo qual um serd@stroi outro para assegurar sua propria
sobrevivéncia. Atualmente, os antimicrobianos podser definidos como agentes
quimioterapicos que sao substancias quimicas adéig no tratamento das doencgas
infecciosas e neoplasicas, em diversas concengrdgfiadas pelo hospedeiro (TAVARES,
2007). Podem ser encontrados na forma de compesttdicos ou semi-sintéticos, com

administracao tépica, oral ou parental (KEMPER,800
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A quimioterapia que utiliza esses antimicrobianoanga pratica existente em
varios locais do mundo, inclusive em toda AmérioaSdil (DEFOIRDTet al, 2007). Caso
sejam usados de forma incorreta podem contaminanei ambiente através de suas
substancias e derivados (GIRAUWD al, 2006, KEMPER, 2008). Essa contaminacao pode
ocorrer através do langamento dos farmacos por deettescargas de esgotos domésticos ou
industriais, podendo alcangar lagos, rios e ocedBAONERJIEEet al, 2007, CABELLO,
2006).

Larsson et al. (2007) e Mudryk (2005) relatam que frequentemesé®
encontrados nos efluentes niveis de antimicrobigadando de 0,01 a 9,5 pgdma agua e
de 0,1 a 10,0 mgkg no sedimento. Enquanto, Hernadal. (2007) e Cabello (2006)
confirmam que o sedimento tem sido muito utilizadmo material de estudo, por apresentar
capacidade de armazenar os residuos existentesgnald a microbiota e selecionando os
resistentes.

Tradicionalmente, os antimicrobianos tém sido usadoaquicultura, com a
finalidade de combater doencas causadas por EC{®EFOIRDTet al, 2007), visando o
bem-estar dos animais cultivados (HERNAND# al., 2007). Em contrapartida, essa
demasiada utilizacdo tem sido acompanhada de gggirejudiciais & saide humana e animal
(RANDRIANARIVELO et al, 2010), tendo como exemplo a resisténcia bactgrian
ocorrendo quando os microrganismos entram em @gtah esses farmacos (ALCAIDE;
BLASCO; ESTEVE; 2005, DANGt al, 2006, GIRAUDet al, 2006).

Essa resisténcia pode ocorrer através de contato adiu indireto, por intermédio
de elementos genéticos mdéveis sendo os plasmidhasposons, integrons, genes cassetes e
bacteriéfagos, os mais conhecidos, que podem tiansa resisténcia a organismos
patogénicos ou nao-patogénicos. Esses genes geseaf@am resisténcia podem ser isolados
de patégenos humanos, de origem animal ou baceeaapesar da pouca notificacdo, em
bactérias ambientais (HANt al, 2007, KEMPER, 2008, NONAKA; IKENO; SUZUKI,
2007).

Outro problema detectado pelo uso desses farmazdaté de que algumas vezes
esses residuos ficam armazenados nos produtosaialimardos, caso de peixes, crustaceos e
mariscos, podendo vir a causar alergias e toxieid@&EFOIRDTet al, 2007).

Um grupo de microrganismo conhecido por atuar coeservatorio e veiculo de
resisténcia € o génendibrio, tal habilidade existe pelo fato deles respondesepressao
seletiva do meio e por serem capazes de espabwmraesssténcia através de trocas horizontais
do material genético (DAN@t al, 2008, DANGet al, 2006, POIRELet al, 2005).
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Varios paises ja realizam pesquisas para avakaseeptibilidade antimicrobiana
das espécies do géneririo (COSTAet al, 2008a, REBOUCA®t al, 2011), tendo como
as espécies mais estudadébrio parahaemolyticus, V. vulnificugdAN et al, 2007),V.
alginolyticus(KRISHNA et al, 2006)e V. cholerag OKUDA et al.,2006)

Entretanto, é necessario que sejam realizados estislos na area de ecologia
molecular para que se possa entender melhor o impae esses genes de resisténcia causam
ao meio ambiente (NONAKA; IKENO; SUZUKI, 2007).

3.3Vibrio

Na oitava edicdo do Bergey’'s Manual (BUCHANAN; GIBBS, 1974) foram
listadas cinco espécies do gén&fibrio. Atualmente, este género compreende mais de 95
espécies (DSMZ, 2011), encontradas em diferentéseates, incluindo no oceano profundo.
Constantemente, sua taxonomia esta sendo alteraohgas espécies vao sendo adicionadas.
(IGBINOSA; OKOH, 2008).

Os vibrios sdo patdégenos oportunistas que s6 caul@encas quando o
organismo hospedeiro se encontra estressado owsistema imune abalado, sua frequéncia
de infeccdo pode ser relacionada as diversas dmslinos ambientes dos viveiros
(DEFOIRDT et al., 2008). Em cultivos, varias espécies sdo patogelmosertebrados
marinhos e invertebrados (BEM-HAIM; ZICHERMAN-KEREROSENBERG, 2003).

Sao bactérias Gram-negativas retas ou curvas,ilief méveis com flagelo
polar. Ndo séo capazes de formar esporos, sendodlies facultativos com metabolismo
fermentativo ou respiratério. Muitos sao oxidassifpa, sendoVibrio metschnikoviuma
excecao apresentando oxidase negativa. Todosautilz carbono como fonte de energia e
ainda séo capazes de produzir enzimas extraceutarao gelatinase, amilase, quitinase e
DNase (CAVALLO; STABILLI, 2002, IGBINOSA; OKOH, 2(&).

Sao amplamente encontrados na superficie das aguio o mundo, ocorrendo
em ambientes marinhos ou estuarinos, apresentanpap@ importante na ciclagem dos
nutrientes, podendo viver de forma livre na aguanoitas vezes em associacdo com outras
espécies, sendo responsaveis por compor a micaohi@ bactérias heterotroficas
(CAVALLO; STABILLI, 2002, DRYSELIUS; KUROKAWA,; IIDA, 2007, REEN; BOYD,
2005)
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Vérias espécies patogénicas sao conhecidas poerastamumente associadas a
surtos de infec¢des relacionadas ao consumo derdls e aguas contaminadas por fezes de
humanos ou descargas de esgotos (IGBINOSA; OKOBB,2IAYASREE; JANAKIRAM,;
MADHAVI, 2006).

Pesquisas na area ambiental revelaram que pardmetaogicos tais como
disponibilidade de nutrientes, temperatura, sadidéle oxigénio dissolvido podem influenciar
na presenca déibrio no meio ambiente. Sua deteccao fica mais dificinglo a temperatura
cai e a salinidade aumenta. Entretanto, vale tassple esses fatores analisados sozinhos sao
dificeis de ser avaliados (CAVALLO; STABILLI, 2002)

Dentre as espécies existentes algumas merecemquiesfgor apresentarem
elevados indices de mortalidadébrio choleraepode causar doencas através da ingestao de
agua contaminada/ibrio parahaemolyticus, V. mimicws V. vulnificussédo habitantes de
ambientes estuarinos e marinhos e sao frequenterisatddos de frutos e aguas do nwar.
vulnificus € um patégeno emergente de humanos. Estes organgmdem causar de uma
leve gastroenterite até uma septicemia generaliz@ddros vibrios halofilicos com¥'.
alginolyticus V. fluvialis e V. metschnikoviisdo também conhecidos como patdgenos de
humanos, enquanto qué anguillarumé um patdégeno representante de peixes e outros
organismos marinhos (IGBINOSA; OKOH, 2008).

3.4 Patogenicidade e fatores de viruléncia

Surtos de doencas causadas por organismos matioaparecido em grande
escala em todo o mundo e um grande numero de @@sdgacterianas em humanos tem
estado associado a fontes marinhas e ao seu udorrda recreacional ou comercial.
Entretanto, varias atividade econémicas precisasradtbientes marinhos para sua realizacéo
tais como a pescaria, a aquicultura, despejos getee® areas recreacionais. Com isso o
potencial de aparecimento de patdgenos emergestitesatmentado nos ecossistemas. Do
ponto de vista ecoldgico e epidemioldgico a ocanigéde vibrios potencialmente patogénicos
é elevada, principalmente em ambientes tais coim®; @stuarios e 4guas marinhas costeiras
(IGBINOSA; OKOH, 2008).
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3.4.1Vibrio parahaemolyticus

Vibrio parahaemolyticug um organismo que preocupa a saude publica, ema v
gue é um patégeno entérico causador de gastrdensgyuda e septicemias em humanos
devido ao consumo de alimentos marinhos crus oucom|btios que estejam contaminados
(BEJ et al, 1999, MAHMUD et al, 2007, WARD; BEJ, 2006). E uma bactéria Gram-
negativa, halofilica, distribuida em ambientes a%tos e marinhos, e em associacdo com
parte da flora natural do zooplancton (CHADal, 2009, LEAL et al, 2008b, ROBERT-
PILLOT et al, 2004).

Esse microrganismo esta associado com doencasg#enoalimentar no Japao
desde 1950. Sua incidéncia aumentou a partir dé, @8 Estados Unidos, Sudeste da Asia,
Canada e México (RAHMANMt al, 2006, YANGet al, 2008). No Brasil, ele foi detectado
em meados de 1975, na cidade de Cascavel, Ceafamamo assim, a primeira referéncia
deV. parahaemolyticuso pais (HOFER, 1983).

Entretanto de acordo com LEAét al. (2008b) e MAGALHAESet al. (2000)
existem poucas notificagdes de infecgbes intestiaacolonizagbes cutaneas, a maioria dos
estudos sao realizados em estuarios, agua e sedjraemm alimentos marinhos.

As infecgOes por esséibrio relacionados a alimentos marinhos ocorrem mais
comumente no verdo, sendo isolados tipicamente gara do mar de regibes temperadas.
Quando a temperatura se encontra entre 13° e 157. @arahaemolyticug® raramente
isolado. Nessas temperaturas, podem entrar emtagoegavel mas nao cultivavel (VMNC),
assumindo uma forma cocoide e diminuindo de tamas#rwdo uma maneira de reduzir os
gastos usados para a manutencdo das células etsgeprde algum estresse ambiental
(CHEN et al.,2009).

O inicio das pesquisas realizadas na area da epidgm revelou uma forte
associacdo entre o fenomeno de Kanagawa e surtagasteenterites. O fendmeno de
Kanagawa é uma beta hemolise induzida pela hemaldireta termoestavel (TDH) que é
observada circundando o in6culo em meio agar samgégar Wagatsuma, (MARTINEZ-
URTAZA, et al, 2004, OKUDA et al, 1997). V. parahaemolyticuspatogénico ficou
conhecido por produzir uma ou as duas hemolisem&gmolisina direta termoestavel (TDH)
e a hemolisina direta relacionada (TRH), presembesgenesdh etrh, respectivamente, e sédo
conhecidas como 0s maiores fatores de virulén@aedmicrorganismo (CHA®t al, 2009,
WARD; BEJ, 2006).
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De acordo com Paréit al. (2000) os genetslh e trh apresentam varias atividades
biolégicas em comum, tais como a atividade hengaliténterotoxicidade e cardiotoxicidade.
Isso ocorre devido ao getré possuir uma similaridade de 68% na sequéncia deatideos
relacionado atdh (BEJet al, 1999, LEALet al, 2008a).

Muitas cepas d¥. parahaemolyticusoladas de espécimes clinicos manifestam o
fendbmeno de Kanagawa, sendo consideradas cepdsntas) o0 mesmo ndo acontece com
isolados ambientais (OKUDA; NISHIBUCHI, 1998).

De acordo com pesquisas realizadas, a habilidagsexgada por esse vibrio para
sobreviver e proliferar em varios nichos tais come@o ambiente, organismos marinhos e
intestino humano pode estar relacionado as mudagasdas no ambiente, que de alguma
maneira alteraram suas funcfes e assim causamaedeptdo microrganismo ao meio em
gue se encontra (CHA& al, 2009).

3.4.2Vibrio cholerae

A colera é uma doenca diarréica de forma epidénugapode causar ameaca a
vida. Geralmente sua transmissdo acontece atravésntk fecal-oral (GOElet al, 2007,
NANDI et al, 2000). Essa doenca apresenta uma incidéncia aluggtimada em mais de
cinco milhdes de casos por ano, com 8% dos casessitando de hospitalizacéo e levando a
Obito um nimero em torno de 100.000 pessoas. Esepaim desenvolvimento a célera € um
problema de saude publica (ISLA& al, 2004, JOELSSON; LIU; ZHU, 2006, PAZZANI
al., 2006).

Um fato que alarmou a populacdo mundial recenteanfanta disseminacéao de
cblera no Haiti. Durante um més o vibrido coléficiocapaz de matar mais de 1.400 pessoas,
algo preocupante para as autoridades, principaémgdrque a doenca atingiu todas as
provincias do pais e as pessoas que apresentavéimam em seu organismo levaram um
certo tempo para apresentar os sintomas (WORSNIPQ)2 De acordo com a Agéncia
Informativa Latinoamericana, Prensa Latina (20&1yifra total de mortos passa de 4.030.
Em relatério divulgado pelo Ministério da SaudeHiaiti, até o dia 24 de janeiro de 2011
foram registrados 209.034 contagios.

No Brasil a célera reapareceu em 1991, apos unmaosdeuauséncia. No periodo

de 1992 a 1994, no Estado do Pernambuco, em amostraguas de diferentes ecossistemas
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aquéticos e de alimentos, foi detectada a pres#mygacholeraeO1, com predominancia do
sorovar Inaba sobre o Ogawa (COLAGD al, 1998). Em 2001, 168.598 casos foram
registrados no pais. Desses, 166.357 ocorreraragi@ornordeste, sendo 31.524 notificados
também no Estado de Pernambuco. Durante essapfia&enéca o vibrido foi encontrado nas
aguas dos rios das areas afetadas, fazendo ddssk EHsa das areas mais afetadas pela
cOlera nessa regido (FILIZOLAt al, 2007). Nao houve relatos de casos no pais em €002
2003. Entretanto, no Estado de Pernambuco, no arD@4 foram registrados cinco e em
2005 21 casos (LEAlet al, 2008b). No Estado do Ceara as maiores notificaf@am de
dezembro de 1991 a setembro de 1993. Nesse ultimoaorreu um surto em Cascavel, CE
(HOFERet al, 2001, HOFER, 1983). Em contrapartida, Araglj@l. (1996) observaram uma
elevada associacdo entre/ocholeraee copépodos de agua doce utilizados no controle de
larvas deAedes aegyptno Estado do Ceara.

Vibrio cholerae,uma bactéria Gram-negativa, e agente causadabldacé um
habitante de ambientes estuarinos, marinhos e g dare. Portanto, a dgua tem um papel
muito importante na transmissdo e ecologia da @eBgse microrganismo apresenta a
capacidade de causar surtos de proporcdes endéramdémicas e pandémicas (GOEL;
JIANG, 2010, GOElet al, 2007, NANDIet al, 2000).

Desde 1817, sete pandemias cdnctholerae distintas, ocorreram. Nao existem
informacgdes sobre as cepas \decholeraeque estiveram envolvidas nas quatro primeiras
pandemias, enquanto, acredita-se que a quintata gesumivelmente foram causadas pelo
V. choleraeOl1, biotipo Classico. Em 1961 foi o inicio da s&tipandemia, considerada a
mais extensa de todas, com relacdo a distribuighoacdo, tendo como agente causador
choleraeO1, biotipo El Tor (PAZZANIet al, 2006).

V. cholerae é classificado em mais de 200 sorogrupos. Mas,est@mos
sorogrupos O1 e 0139 sdo os responsaveis por causdlera epidémica (GOEet al,
2007). Entretanto, tém sido documentados surtosr&sigcos e localizados de diarréias
causadas por sorogrupos ndo-O1 e ndo-013A dholerae Porém, nos Ultimos anos muitos
estudos tém sido realizados, com 0 objetivo denglmaum maior entendimento sobre sua
ecologia, patogenicidade e comportamento epidegitddFRAGA et al., 2007, SINGHet
al., 2001).

A patogénese da coélera é um processo complexoryumve acdes sinergéticas
de varios genes (GOEt al, 2010), merecendo destagoenpW,ctx, tcp (pelo corregulador
da toxina) zot (toxina zonula occludens)#oO1 (GOELet al, 2007).
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O geneompWeé utilizado para auxiliar na identificacdo genictipda espécie, uma
vez que ele é um marcador genético especificogpaspéci&/. cholerag GOEL et al, 2007,
KUMAR et al, 2009, SHARMA; CHATURVEDI, 2006).

A toxina colérica (TC), uma potente enterotoxina,s#postamente o mais
importante marcador epidémico dentre as varian&sxproduzidas por este vib{l@OEL et
al., 2010, SHARMA; CHATURVEDI, 2006). Essa toxina &ta@ada por duas subunidades
que se encontram no genk, CtxAe ctxB, localizadas no elemento genético CTX, um
bacteriéfago filamentoso, encontrado no genomaebaob (THEOPHILOet al, 2006,
KUMAR et al, 2009). O mecanismo molecular que causa diarrBa&réconhecido. A toxina
penetra nas células epiteliais do intestino e alterpermeabilidade das membranas para
passagem de ions e agua. Com o aumento do fllnddeeréscimo da absorcdo da secrecao
eletrolitica pode se da o inicio da infeccdo (KIRMYLOR, 2005).Vale ressaltar que o
genectx pode ser encontrado tanto em cepa¥.deholeraeO1 e 0139, como em sorogrupos
nao-O1 e nd0-0139 (GOHit al, 2007).

O genetcp (pelo corregulador da toxina) atua como codificgolara os fatores
envolvidos na colonizacao intestinal, agindo comeptor para o bacteriéfago filamentoso
lisogénico (CTXP) (SHAKHNOVICH; STURTEVANT; MEKALANOS, 2007) que @so0
tcp para invadir as células dé choleraee se instalar no genoma bacteriano (FARUQIUE
al., 1998). Em alguns casos, pode infectar cepas. @boleraendo toxigénicas, causando o
aparecimento de novas cepas toxigénicas (GOEL; GIARD10, KUMAR et al, 2009,
THEOPHILOet al, 2006).

Um gene que também tem sido notificado em surtagéicos de colera € o da
toxina zonula occludensz@t) que se encontra localizado na regido central dmehto
genético CTX (CHANet al, 2010) e tem como funcdo codificar as proteinasitesais do
bacteriéfago CTX¥ (GOEL et al, 2010) e aumentar a funcdo da permeabilidadetimabs
(THEOPHILOet al, 2006).

O generfbO1 esta localizado na regido 20 kb do fragmeBéx| esta regido
contém todas as informacdes necessarias paraarealsintese dos componentes do antigeno
O (KUMAR et al, 2009, MANNINGet al, 1995).

De acordo com Cariret al. (2010) e Frageet al. (2007) quando ocorre a
transferéncia horizontal de genes de virulénciafagos (CTXp) e outros elementos moveis
em isolados d&. cholerag cepas de sorogrupos ndao-O1 e ndo-0139 classificammo nao
epidémicas, podem atuar como reservatorios dessessgno ambiente podendo vir a

ocasionar surtos epidemioldgicos futuros ou vaemntrulentas.
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Entretanto, Theophilet al. (2006) afirmam que em amostras ambientais e
clinicas deV. choleraepertencentes ao sorogrupo 026, o cassete de ndialpode se
apresentar de forma intacta, contendo o g#xa, codificador da sub-unidade A da toxina
colérica, admitindo-se a hipdtese da potencialidddssas cepas poderem evoluir para

estirpes epidémicas.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Local de coleta

As coletas foram realizadas nos estuarios dos Raxoti, Choro, Pirangi e
Jaguaribe, no litoral leste do Estado do Ceararderos meses de janeiro a abril do ano de
2009, perfazendo um total de 64 amostras, sendde3@yua e 32 de sedimento. Em cada
estuario foram selecionados dois pontos. Um maiximio do mar e o segundo mais
afastado. Os pontos onde foram coletadas as amodtraagua e sedimento com suas
respectivas coordenadas foram registrados por uB daPmarca Garmin Il Plus, e sdo os
seguintes: Pacoti 1 - 03°49'16.6” S e 038°24’ I1W, Pacoti 2 - 03°4852.4”" S e
038°24'38.1" W, Choro 1- 04°06'07.2” S e 038° 091.8” W, Chor6 2 - 04°06'13.2” S e
038° 09’ 13.8” W, Pirangi 1- 04°23'11.6"S e 0330’ 18.4” W, Pirangi 2 - 04°24'03.8” S e
037° 51’ 00.3” W, Jaguaribe 1- 04°25'28.7" S e 0346’ 22.5” W, e Jaguaribe 2 -
04°27'39.9” S e 037° 47’ 39.5” W (Figura 1).
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Figura 1 — Mapa das localidades dos quatro estuarios, iP@twiro, Pirangi e
Jaguaribe (Ceard), de onde procederam as amostéapid e sedimento.
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4.2 Coleta das amostras

As amostras, provenientes de uma profundidade demfCforam coletadas em
garrafas de cor ambar de 1 litro de capacidadewgmente esterilizadas. O sedimento foi
coletado com coletor de sedimento. As amostrasnfdransportadas em caixas isotérmicas,
contendo gelo, até o laboratério de Microbiologimidental e do Pescado do Instituto de
Ciéncias do Mar (LABOMAR) —UFC, onde foram procelzsg imediatamente.

4.3 Determinacao dos fatores extrinsecos

No momento da coleta foi medida a temperatura ohastas de dgua com auxilio
de um termémetro (INCOTERM). Em laboratério foraradidas a salinidade através de um
refratbmetro da marca ATAGO S/MILL e o pH utilizande um potenciébmetro da marca
MARCONI — PA 200P.

4.4 Preparo das amostras

4.4.1 Numero Mais Provavel (NMP) de Coliformes Tota (Ct) e Coliformes

Termotolerantes (CT)

Para determinacdo do Numero Mais Provavel de Qolde Totais (Ct) e
Coliformes Termotolerantes (CT), foi empregada anith de fermentacdo em tubos
multiplos, segundo Feng, Weagant e Grant (200Xe Esste foi dividido em duas etapas:
teste presuntivo e confirmatério (Figuras 2 e 3).
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4.4.2 Teste presuntivo

Foram transferidas porcdes de 1 mL de cada dilujg@p 1, 10" e 10° das
amostras da agua e 1@ 10" de sedimento) previamente preparadas com salB&%0,
esterilizada, em trés tubos contendo Caldo Lautib® (CLS)- Difco, com tubos de Durham
invertidos. Em seguida, os tubos foram incubad@%°%C/48 horas. Apds esse periodo, 0s
tubos que apresentaram turvacdo e producdo de fga@sn considerados positivos e

submetidos aos demais testes (Figuras 2 e 3).

4.4.3 Teste confirmatorio

Dos tubos que apresentaram resultados positivogeste presuntivo foram
retiradas aliquotas, com o auxilio de uma alca ideehcromo, e transferidas para tubos
contendo Caldo EC-Difco, com tubos de Durham indest Esses tubos foram incubados a
45°C em banho-maria por 24 horas. A positividadeedte foi verificada pela turvagéo do
meio e producdo de gas (Figuras 2 e 3).

O calculo do NMP foi feito através da consultalzeta do NMP de acordo com
Bacteriological Analytical Manual of the Divisiori Microbiology - BAM (1984).

4.5 Isolamento deVibrio spp.

4.5.1 Amostras de agua

Para a realizacdo das analises, inicialmente,nfogulado 1 mL da amostra de
agua em 9 mL de agua peptonada alcalina (APA), @H .8 a 8,5, e depois foram feitas

sucessivas diluicdes decimais dé&' Hié 10" utilizando-se 0 mesmo diluente (Figura 4).
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4.5.2 Amostras de sedimento

Para as amostras do sedimento foram pesados 2agmimomogeneizados em
225 mL do diluente APA por 30 minutos. A partir dituicéo inicial 10", foi preparada uma
série de diluicdes decimais (1até 10%) utilizando-se o mesmo diluente (Figura 5).

4 5.3 Semeadura inicial das amostras

Das diluicdes de Iba 10 previamente preparadas (a imitacdo das usadas par
Colimetria) foram inoculadas por¢des de 1mL da a@araosm tubos contendo APA 1% de
cloreto de sédio, em triplicata para as amostrasedénento e em quintuplicata para as de
agua, que foram, em seguida, incubadas a 37°C/h6+a8.

Apoés o periodo de incubacédo foi verificada a pasitéide dos tubos (turvacao)
para a confirmagdo da presenca\derio. Dos tubos positivos foram retiradas aliquotas e
semeadas por estriamento na superficie de placaameio Agar Tiossulfato-citrato-bile-
sacarose (TCBS). Foram tomados 0,2 mL, de cadigé@lilwlas amostras de 4gua e sedimento,
que, em seguida, foram espalhados por toda a stipetd meio com o auxilio de um bastéo
de vidro em “L” (alca de Drigalski) esterilizadomeduplicata. As placas foram entédo
incubadas invertidas em estufa, onde permanece@mml® horas a 37°C (KAYSNER;
DEPAOLA, 2010).
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COLIMETRIA = AGUA
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(10 (102)
Lauril duplo (10mL) Lauril simples (10mL cada tubo)
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|
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de Durhan.

Prova Confirmatéria Estufa Irr Incubagio Banho-Maria
35°C 24-48h 44,5°C

Caldo BVB Caldo EC
Coliformes totais Termotolerantes

Figura 2: Fluxograma da colimetria das amostras de aguartads nos estuéarios dos
rios Pacoti, Choro, Pirangi e Jaguaribe (Ceara).
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Figura 3: Fluxograma da colimetria das amostras de sedor@iétados nos estuarios

dos rios Pacoti, Chord, Pirangi e Jaguaribe (Ceard)
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Identificacio de Vibrio - Agua
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Agar TSA +1% NaCl
35°/24h

PROVAS BIOQUIMICAS

Figura 4 - Fluxograma da quantificacdo e identificacdo deiofbisolados das amostras de agua
coletadas nos estuarios dos rios Pacoti, Chorangiie Jaguaribe (Ceard).
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Identificacdo de Vibrio - Sedimento
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Figura 5 - Fluxograma para quantificacdo e identificacdo dwie$ isolados das
amostras de sedimento coletadas nos estuariosiawsacoti, Chord, Pirangi e
Jaguaribe (Ceard).
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4.6 ldentificagdo das cepas suspeitas ®@rio spp

As provas bioquimicas de identificacdo, citadaggus, foram selecionadas de

acordo com a chave de Noguerola e Blanch (2008).

4.6.1 Identificacdo presuntiva

A partir das placas com crescimento de coloniasasaes positivas e negativas)
foram isoladas de duas a trés colonias as quaisnfeemeadas em tubos de Agar Triptona
Soja-(TSA) - DIFCO adicionado de 1% de NaCl - (TSB)FCO), inclinados, e incubados
em estufa por 18-24 horas a°@5 Decorrido esse periodo, as culturas crescidesmfo

utilizadas para a prova de Gram, teste de citocroxmase e motilidade.

4.6.1.1 Coloracdo de Gram

Este teste foi utilizado para verificar as cardst®as morfoldégicas das cepas
isoladas, em esfregacos corados pelo método de,Qrayparados a partir das culturas de
TSA contendo 1% de NaCl. As cepas que se revelasseesfregaco como bacilos Gram-
negativos, polimorfos, encurvados ou nao, caratieass de cepas débrio, foram levadas

para as etapas posteriores da identificacéo.

4.6.1.2 Prova da producéo de citocromo-oxidase

A partir da cultura em agar TSA, uma pequena pomdocrescimento foi
transferida, por meio de uma alca de platina, para fita de oxidase. Logo a seguir, foram
realizadas as leituras. O teste era consideradtvooguando ocorria 0 aparecimento da cor

violeta na fita de oxidase. A familia Vibrionacesgesenta como caracteristica, o teste da
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producdo de citocromo — oxidase positivo para aornsadas espécies. Algumas, tais como
Vibrio metschnikovisdo oxidase negativas.

4.6.1.3 Motilidade

Para o teste de motilidade inoculou-se, com o musl# uma agulha de niquel-
cromo longa, tubos contendo o meio semi-sélidoefadindol-Motilidade (SIM) (DIFCO),
que, em seguida foram incubados por 24 horas’@. 35 teste positivo é apresentado pelo

crescimento ao longo da linha de inoculacdo conagdo do meio.

4.7 ldentificagdo definitiva

A partir de cada cepa suspeita, inoculada em tobo &gar TSA adicionado de
1% de NaCl e incubados a°85por 24 horas, foram realizados 0s seguintes stedxte

identificacao:

4.7.1 Prova da Hidrdlise da Arginina e Descarboxilgdo da Lisina e Ornitina

Com o auxilio de uma alca de niquel-cromo, foiaf@tinoculacdo de cada cepa
em trés tubos contendo o meio basal, adicionad@%ede NaCl. Separadamente, foram
adicionadas cinco gramas de arginina, lisina dinmiParalelamente, cada cepa foi inoculada
em um tubo contendo 0 mesmo meio basal, porém salgugr aminoacido (controle). Apés
a inoculacéo, cada tubo foi acrescentado de 1 crdlede mineral esterilizado seguido da
incubacdo a 3& por até 5 dias. O meio inoculado tem viragem pararelo como resultado
da producgdo de acido oriundo da glicose existenotmeio basal. Quando a reacdo positiva
ocorre, o0 meio torna-se alcalino, de cor purpura ®jbo controle permanece acido, de cor

amarela.
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4.7.2 Prova de halofilismo

Nesta prova a cultura foi inoculada com o auxikoutina algca de niquel-cromo,
em quatro tubos de Caldo Triptona contendo 0%, 8%, e 10% de cloreto de sdédio,
respectivamente. Os tubos foram incubados °€/38-24 horas. A positividade do teste é

dada pela turvacéo do meio.

4.7.3 Teste de Voges-Proskauer (VP)

Nesta prova, tubos contendo o Caldo MR-VP, foramcutados com a cultura do
TSA de 24 horas e em seguida incubados por 48/HRB%3. Apds a incubacéo em cada tubo
com crescimento, foram adicionados 0,6 mL de sola¢éodlica de alfa-naftol a 5% (Barrit
) e 0,2 mL de solucéo aquosa de hidréxido de patas40% (Barrit [I). Em seguida os tubos
foram agitados e as leituras realizadas até 30tosrapds a adi¢cdo dos reagentes. Essa prova
é positiva quando h& formagéo de uma coloragédoelban

4.7.4 Teste da hidrolise do Orto-nitrofenilp — D-Galacto-Piranosideo (ONPG)

Para a realizacéo desse teste, foram retirada® @uxilio de uma alca de niquel-
cromo, aliquotas a partir do crescimento em TSA%de NaCl, e transferidas para tubos
contendo 0,25ml de uma solucdo salina 3% estatdizBEm cada tubo foi adicionada uma
gota de tolueno, seguindo-se uma agitacdo pafeeeatido da enzim@galactosidase. Em
seguida, os tubos foram colocados em estufa a B#@iutos. Apds esse tempo, foram
adicionados 0,25ml da solucdo ONPG seguindo-seubatao dos tubos a 37°C/24 horas. A
positividade do teste é evidenciada pela mudangeodao meio de incolor para amarelo,
devido a hidrdlise do ONPG por bactérias produtdeasnzimg-galactosidase.
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4.7.5 Prova da fermentacg&o de carboidratos

Para esta prova, as culturas foram inoculadas etrogtubos contendo Caldo
Parpura de Bromocresol pH 7# 0,2, acrescidos de manitol, D-glucosamina e saearo
separadamente. Apos a inoculacdo os meios forambanos a 3% por sete dias. A
utilizagé@o do carboidrato com a consequente acatifio do meio € visualizada pela viragem

do meio para amarelo.

4.7.6 Teste de producéo do Indol

As cepas crescidas no meio TSA foram semeadas,pmada profunda,
utilizando-se uma agulha de niquel-cromo, no mdd ®IFCO), incubadas a 35°C/48
horas. Apds o periodo de incubacgdo, foram adicim®a@2ml do reativo de Kovacs (p-
dimetilaminobenzaldeido). A producdo de Indol, nda da degradacdo do aminoacido
triptofano presente no meio, € observada pela fgiimade um anel vermelho sobre a

superficie do meio (teste positivo).

4.7.7 Teste de Kanagawa

O teste de Kanagawa é realizado através da ufiizado Agar base de
Wagatsuma que é recomendado para o estudo da matdgde presente n&ibrio
parahaemolyticus,com a utilizagdo de sangue huma@&/AGATSUMA, 1968). A

positividade do teste é indicada através da formdedum halo corfi- hemdlise.
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4.8 Teste de susceptibilidade aos antimicrobianos

O antibiograma das cepas Wério isoladas e identificadas foi realizado pelo
método de difusdo em placa (BAUER; KIRBY; SHERRIN66), seguindo a metodologia
proposta por Kirby-Bauer.

Para a realizacdo do antibiograma foi verificaqaueeza das culturas em meio
Agar Tiosulfato Citrato Bile Sacarose (TCBS). Apdgurificacdo o meio utilizado foi o Agar
Mueller - Hinton, recomendado pela CLSI (2010). discos de antimicrobianos foram
mantidos sob refrigeracdo numa temperatura de mpacgamente 2°C a 8°C e utilizados
dentro do prazo de validade. Antes de serem testéatam deixados a temperatura ambiente
por aproximadamente duas horas.

Para o antibiograma foram utilizados discos deepigulidade antimicrobianos
da marca LABCLIN (Parand, Brasil), com excec¢do dissos de Oxitetracilina-OXI (30g)
que foram preparados em laboratorio, pertencentesfeaentes familiasf-lactamicos
Aztreonam—-ATM (3Qg), Ampicilina-AMP (1Qug), Penicilina G-PEN (10Ui,), Cefalotina-
CFL (3Qug), Cefotaxima-CTX (3@g), Ceftriaxona-CRO (3fy); Aminoglicosideos -
Gentamicina-GEN (4y), Estreptomicina-EST (1@); Cloranfenicol- Cloranfenicol-CLO
(30ug), Florfenicol-FLF (3Qg); Fluorquinolonas- Ciprofloxacina-CIP (pg); Sulfonamidas
- Sulfazotrim-SUT (3Qg); Quilononas - Acido Nalidixico-NAL (3Qug) e Tetraciclina -
Tetraciclina-TET (3Qg), Oxitetracilina-OXI (30g), seguindo a orientagéonica ditada pela
CLSI (2010). O indculo inicial foi padronizado pespectrometria (espectrofotbmetro da
marca Micronal modelo B542) com a leitura no comento de onda de 625 nm e entao
inoculada sobre o Agar Mueller — Hinton, sobre algforam inseridos os discos de
antibioticos que, posteriormente, foram incubadtegperatura de 37°C /18 a 24h. Decorrido
este tempo, procedeu-se a medi¢cdo dos halos dedmilcom o uso de paquimetro. Os
resultados foram comparados com os da tabela fdmguelo laboratério fabricante dos
discos. Cepas padroes foram empregadas como @niiblio parahaemolyticusATCC
17802 eVibrio choleraeATCC 19782 (Figura 6).



MENEZES, F. G. R. Caracterizacao fenotipica e dpiuat de bactérias... 43

Antibiograma

0 2o

Figura 6: Fluxograma da técnica do antibiograma realizada osmisolados das
amostras de agua e sedimento coletadas nos estdésaios Pacoti, Choro, Pirangi e
Jaguaribe (Ceard).

4.9 Técnica da cura de plasmidio

As estirpes que apresentaram resisténcia a maisindeantibiotico foram
submetidas a técnica de “cura” de plasmidio dedacamom Molina-Ajaet al. (2002)
utilizando-se o caldo LB (Luria-Bertani) suplematgaom 1% de NaCl e tendo como agente
de cura o corante “acridine orange” na concentralid00ug/mL. As estirpes crescidas
nesse meio durante 24h a 30°C, sob agitacdo ctamstaram novamente submetidas ao teste
de antibiograma frente aos antibiéticos aos quammastraram resistentes. Esse procedimento
foi realizado para estabelecer se a resisténcieestapes estava relacionada com o DNA

cromossomico ou plasmidial (Figura 7).
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Figura 7: Fluxograma da técnica da cura de plasmidio reaizan os isolados
das amostras de agua e sedimento coletadas nési@sidos rios Pacoti, Choro,
Pirangi e Jaguaribe (Ceard).

4.10 Testes fenotipicos de identificacdo de fatorpstenciais de viruléncia

Provas fenotipicas para a deteccdo de fatoresgai®nle viruléncia em estirpes
deVibrio alginolyticus, V. mimicus, V. cholerae, Vlnificuse V. furnissii.
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4.10.1 Propriedades enzimaticas e hemoliticas dadtaras bacterianas

As provas de Gelatinase, Caseinase, Fosfolipagaséj Elastase e atividade
hemolitica foram descritas por Austi al. (2005) e Liu, Lee e Chen (1996). As culturas
bacterianas a serem testadas e o controle forasuigdos “overnight” em agar TSA a 1% de
NaCL, acrescidos de 0,5% de gelatina, 1% de casei2# de gema de ovo, 1% de Tween
80, 1% de elastina e 2% de eritrocitos de carnemepectivamente. As placas foram
incubadas em estufa a 35°C/24h. Este tempo posiEriestendido até 14 dias, caso da prova
de Elastase. A formagdo de um halo indica a patatile das provas. Para a prova da

atividade hemolitica a formacao de um halo @grhemdalise indica a positividade do teste.

4.11 Identificacdo genotipica dos isolados

Ferramentas moleculares baseadas no principio dgagdBeem Cadeia da
Polimerase (PCR) foram utilizadas na investigagioabrréncia de genes de viruléncia nas
cepas identificadas coma parahaemolyticus V. cholerae.

4.11.1 Extracdo do DNA cromossOmico das amostras speitas de seremV.

parahaemolyticus e V. cholerae.

Foram selecionadas as estirpes eleitas para odestédo inoculadas em agua
peptonada alcalina (APA) 1% e incubadas a 35°C/Réhcrescimento em APA foi retirado
1,0 mL para iniciar o processo de extracdo do DN&ndo-se o kit comercial Dneasy Tissue
(Qiagen). ApoOs a extracdo uma aliquota de 1,0 uDNA foi retirada e submetida a analise
espectrométrica (comprimento de onda 260 a 280tmanés do espectrofotdmetro da marca
Thermo (Electron Corporation) para a quantificagddNA e determinacéo da eficiéncia da

técnica de extracao.
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4.11.2 Genes utilizados para as estirpes ®e parahaemolyticus

Para a identificacdo da espécieigarahaemolyticufoi utilizado o iniciador do
genetl (hemolisina termolébil) e para a deteccdo de Sudéwcia foram utilizados os
iniciadores dos genesdh (hemolisina direta termoestavel) &h (hemolisina direta
termoestavel-relacionada) (BEfal, 1999). Os iniciadoref®ram sintetizados pel@ROMA
bioTechnologie¢Brasil) (Tabela 1).

Tabela 1: Iniciadores e condi¢cdes de termociclagem utilizagk investigacdo molecular das
amostras d¥. parahaemolyticus.

Técnica | Genes| Sequencia dos iniciadores Condicoes de Amplic((j)ns Fonte
(5-3) Termociclagem (pb)
PCR 2 F: 5’-aaa gcg gat tat gca gaa gca ctg-3°  94°C/ 3 min. 450
R: 5’-gct act ttc tag cat ttt ctc tgc-3° 30 ciclos
tdhP F: 5’-gta aag gtc tct gac ttt tgg ac-3’ (94°C/ 1 min,, 269 Bejet al,
Multiplex R: 5'-tgg aat aga acc ttc atc ttc acc-3’ 58°C /1min., 72°C (1999)
PCR F: 5'-ttg gct tcg ata ttt tca gta tct-3 1min.);
trh® R: 5'-cat aac aaa cat atg ccc att tcc g3’ 79°C/ 5mi 500
min.

tI® = hemolisina termolabiltdh® = hemolisina direta termoestaveltrh® = hemolisina direta termoestavel-
relacionada; (pB)= par de base

4.11.3 Amplificacdo por Reacdo em Cadeia de Polinsse (PCR) para as estirpes d¥¢.

parahaemolyticus.

Em todas as amplificacdes foi utilizada como cdefroma estirpe de referéncia:
Vibrio parahaemolyticugedida pelo Instituto Oswaldo Cruz-RJ (IOC 189%D)DNA total
extraido foi amplificado pela técnica de PCR pardeatificacdo do gent, especifico para
espécie, e multiplex PCR para os genes de virdédhi(hemolisina direta termoestavel) e

trh (hemolisina direta termoestavel-relaciona@a) termociclador (Techne) (Tabela 2).
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Tabela 2: Composicdo e concentracées empregadas nas resgdegestigacdo molecular

para as estirpes dé parahaemolyticus.

PCR PCR (multiplex)
Reagentes da — — —
~ Gene especifico para espécie Genes de viruléncia
Reacad
tl tdh trh
Tampéao 10x 20 mM Tris pH 8,4, 50 mM KClI 20 mM Tris pH 8,4, &tM KCI
dNTP’s (2,5 mM) 0,25uM 0,25uM
Iniciador F (10 uM) 0,4uM 0,4 uM 0,4 uM
Iniciador R(10 pM) 0,4uM 0,4 uM 0,4 uM
MgCI2 (50 mM) 1,5 mM 1,5 mM
Taq polimerase (500 U) 4U 4 U
Amostra 10 a 60 ng 10 a 60 ng
Vol. da reagéo 25uL 25uL

= Cada reacéo conteve ainda &gua em QSP o volualelfireacad:= A concentracdo dasnostras variaram
de 10 a 60 ng.

4.11.4 Genes utilizados para as estirpes ¥echolerae

Para a identificacdo da espédle choleraefoi utilizado o iniciador do gene
ompW,e para a deteccdo de sua viruléncia foram utilgamoiniciadores dos genexAB
(toxina da célera)tcp (pelo corregulador da toxinajfbO1 (sorogrupo O1) eot (toxina
zonula occludens) (GOElet al, 2007). Osprimers foram sintetizados polCROMA
bioTechnologie¢Brasil) (Tabela 3).
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Tabela 3:Iniciadores e condi¢gbes de termociclagem utilizatbsvestigacdo molecular das

amotras dé&/. cholerae.

Técnica Genes Sequencia dos iniciadores (5'- 3) Condicdes de | Amplicons | Fonte
Termociclagem* (pb)
PCR ompV\f‘ F: 5" —cac caa gaa ggt gac ttt att gtg- 3’ 304
R:5" —ggt ttg tcg aat tag ctt cac ¢ - 3. 94°C/ 10 min.
CtxABP | F:5' —gcc ggg ttg tgg gaa tgc tcc aag - 3’ 30 ciclos 536 Goel
R:5" — gcc ata cta att gcg gca atc gca tg -3’ (94°C/ 1 min
N et al
. ¢ F:5’ — cgt tgg cgg tca gtc ttg- 3’ o . !
Multiplex tcp gtigg cgg gtc ug 59°C /1min., 805
R:5"—cgg gct ttc ttc ttg ttc g - 3’ . . (2007)
PCR foO1% | F:5 — tct atg tgc tgc gat tgg tg - 3 72°Clzmin.); 638
r o —lctatggec tgc gatgg ig -
72°C/ 10min.
R:5" — ccc cga aaa cct aat gtg ag - 3;
zot® F:5’- tcg ctt aac gat ggc geg ttt t - 3 947

R:5— aac ccc gtt tca ctt ctaccc a - 3’

ompW? = gene especifico para espécie de V. choleragdBB= toxina coléricatcp ® = pelo corregulador da

toxina; rfbO1%= gene de identificacdo dmrogrupo O1;zot® = toxina zonula occludens; (pb} par de base

4.11.5 Amplificacdo por Reacdo em Cadeia de Polinege (PCR) para estirpes de/.

cholerae.

Em todas as amplificagdes foram utilizadas comotrot®) duas estirpes de

referénciaVibrio choleraeO1 Classico 569B ¥ibrio choleraendo-O1 I0C 15.177 cedidas

pelo Instituto Oswaldo Cruz-RJ. O DNA total ext@iwi amplificado pela técnica de PCR

para a identificacdo do genepW especifico para espécie, e multiplex PCR pareensgde

viruléncia, ctxAB (toxina da colerakcp (pelo corregulador da toxinafpO1 (sorogrupo O1)

e zot(toxina zonula occludensym termociclador (Techne) (Tabela 4).
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Tabela 4: Composicdo e concentracées empregadas nas resgdegestigacado molecular
para as estirpes dé cholerae.

PCR PCR (multiplex)
Reagentes da Gene especifico para espécie Genes de viruléncia
Reacad pecifico p pécie viru i
ompW CtxAB tcp rfbO1 zot
Tampao (Buffer) 10X 20 mM Tris pH 8,4, 50 mM KC 20 mM Tris pH 8,4, M KCI
dNTP’s (2,5 mM) 0,25uM 0,25uM
Iniciador F (10 uM) 0,4uM 0,4uM | 0,4uM | 0,4uM | 0,4 uM
Iniciador R(10 uM) 0,4uM 0,4uM | 0,4uM | 0,4uM | 0,4 uM
MgCI2 (50 mM) 1,5mM 1,5mM
Taq polimerase (500 U) 4 U 4U
Amostra 20a35ng 20a35ng
Vol. da reacdo 25uL 25uL

= Cada reacéo conteve ainda agua em QSP o volunmledfineeacdo? = A concentracdo dammostras

variaram de 20 a 25 ng.

4.11.6 Visualizacédo do produto da extracao e dos fitons

Os produtos da extracdo de DNA e do PCR foram stitboseao método de
eletroforese em gel de agarose 1% com adicdo ddR&eklpara visualizacdo dos produtos
amplificados em transluminador (Espectroline-UV)mcduz ultravioleta. As corridas
ocorreram em gel de agarose de sete centimetrovottagem de 120V, amperagem de
500mA, e duracdo de 60 minutos. Os géis foram deontedos em sistema de
fotodocumentacao digital Kodak EDAS290. Um 1000 WA ladder (Sigma) foi usado

como padréo para o tamanho molecular dos genes.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Efeito da contagem de Coliformes Totais (Ct) €oliformes Termotolerantes (CT) na
abundancia dos vibrios nos quatro estuarios estudad

A Tabela 5 mostra o Numero mais Provavel (NMP) diéarmes totais (Ct) e
coliformes termotolerantes (Ctt) das duas amostodéetadas. O NMP de coliformes totais
(Ct)/100 mL das amostras de agua coletadas noériestwlos Rios Pacoti, Choré, Pirangi e
Jaguaribe, variou de <0,02 (Led)a 160,9 (Log 2,2), <0,02 (Logy 0)a 54 (Logo 1,7),
<0,02 (Logo 0)a 17 (Logo 1,2), <0,02 (Logy 0)a 54 (Logo 1,7), respectivamente. Para as
amostras de sedimento coletadas nos mesmos pontddP/g variou de <3,0 (Lqg 0,4)a
930 (Logo2,9), <3,0 (Logp 0,4)a 23 (Logop 1,3), <3,0 (Logy 0,4)a 230 (Logo 2,3), <3,0
(Logi0 0,4)a 210 (Logo2,3), respectivamente. Enquanto, que os dados de d8ivtoliformes
termotolerante¢Ctt)/100 mL das amostras de agua coletadas noérest dos Rios Pacoti,
Choré, Pirangi e Jaguaribe, variou de <0,02 (b&ja 92 (Logo1,9), <0,02 (Logp 0)a 13
(Logo 1,1), <0,02 (Logy O0) a 4,9 (Logp 0,6), <0,02 (Logy 0) a 4,9 (Logo 0,6),
respectivamente. Enquanto que as amostras de sedinaiaram de <3,0 (Lag0,4)a 230
(Log102,3), <3,0 (Logy 0,4)a 23 (Logo1,3), <3,0 (Logp 0,4)a 230 (Logp 2,3), <3,0 (Logo
0,4)a 75 (Logop1,8), respectivamente.



MENEZES, F. G. R. Caracterizacao fenotipica e dpiuat de bactérias...

51

Tabela 5 Estimativa do numero mais provavel (NMP) de Qoiifes Totais (Ct) e

Coliformes Termotolerantes (Ctt) nas amostras dm &sedimento coletadas nos estuarios

dos Rios Pacoti, Chord, Pirangi e Jaguaribe

Coliformes Totais (Ct) Coliformes Termotolerantes
Coletas | Locais de (Ctt)
coleta
Agua Sedimento Agua Sedimento
(NMP/ 100mL) | (NMP/qg) (NMP/ 100mL) (NMP/q)
Pacoti 1 <0,02 <3,0 <0,02 <3,0
Pacoti 2 <0,02 <3,0 <0,02 <3,0
Choré 1 <0,02 <3,0 <0,02 <3,0
1a Choré 2 <0,02 <3,0 <0,02 <3,0
Pirangi 1 <0,02 <3,0 <0,02 <3,0
Pirangi 2 <0,02 <3,0 <0,02 <3,0
Jaguaribe 1 <0,02 <3,0 <0,02 <3,0
Jaguraribe 2 <0,02 <3,0 <0,02 <3,0
Pacoti 1 0,79 <3,0 0,04 <3,0
Pacoti 2 2,3 3,6 1,3 <3,0
Choré 1 0,11 3,6 <0,02 <3,0
2a Choré 2 1,70 <3,0 1,3 <3,0
Pirangi 1 <0,02 <3,0 <0,02 <3,0
Pirangi 2 0,33 <3,0 0,07 <3,0
Jaguaribe 1 0,22 <3,0 0,5 <3,0
Jaguraribe 2 0,17 <3,0 0,1 <3,0
Pacoti 1 2,2 <3,0 1,3 <3,0
Pacoti 2 1,10 <3,0 0,1 <3,0
Choré 1 4,9 9,2 0,1 3,6
3a Choré 2 35 3,6 2,7 3,6
Pirangi 1 1,70 23 0,1 <3,0
Pirangi 2 13 <3,0 2,2 <3,0
Jaguaribe 1 3,3 <3,0 0,1 <3,0
Jaguraribe 2 9,4 150 2,6 7,4
Pacoti 1 24 23 13 <3,0
Pacoti 2 160,9 930 92 230
Choré 1 24 23 13 9,2
42 Choré 2 54 23 7,9 23
Pirangi 1 49 <3,0 4,9 <3,0
Pirangi 2 17 230 4,9 230
Jaguaribe 1 13 <3,0 4,9 <3,0
Jaguraribe 2 54 210 3,3 75

Nenhum dos valores acima mencionados excedeu de lipioposto pela

legislacdo vigente. O méximo permitido para cotifes na Resolugdo 357 do Conselho
Nacional do Meio Ambiente (CONAMA, 2005) na Clagsésecdo IV, item i) destinada &

avaliacdo bacteriologica das aguas salobras é0f® Toliformes termotolerantes por 100
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mililitros, em 80% de pelo menos seis amostrastadés em um periodo de um ano. No
presente estudo o maximo obtido foi de 160,9 NMRL para agua e 930 NMP/g para o
sedimento no estuario do Rio Pacoti (ponto 2). MasiBinexiste limites para coliformes em
sedimento. Vale ressaltar que as coletas foranzaeals em periodos com elevados indices
pluviométricos.

Cavallo e Stabili (2002) defendem que a poluicécalfendo apresenta uma
correlagdo com a comunidade dério nos estuarios. Segundo os autores 0s vibrios séao
organismos autéctones do ambiente estuarino e ssargas de esgoto sdo fontes de
patdgenos e ndo de nutrientes. Fato comprovadBgoeeret al. (2008) que ao analisarem
agua e ostras de Chesapeake Bay (USA), com o\abjgi isolatVibrio parahaemolyticus
observaram que de todas as amostras analisadagudee ostras, apenas duas do molusco
excederam os limites de coliformes.

Em contrapartida, Watkins e Cabelli (1985) mostraigue a densidade dé.
parahaemolyticusnas aguas da Narragansett Bay (USA) foi afetada peesenca de
coliformes na agua. Os testes estatisticos apegaemtuma correlacdo positiva entre a
densidade dé&/. parahaemolyticu® a contagem de coliformes na agua durante o ,verao

guando a temperatura da agua era relativamentéotas

5.2 Efeitos dos parametros ambientais na abundancaos vibrios nos quatro estuarios
estudados.

O resultado da analise das variaveis ambienta#s disposto na Tabela 6. A
temperatura e a salinidade sédo os fatores que afatam a distribuicdo dos vibrios
(NORIEGA-OROZCOet al.,2007). De acordo com Pfeffer, Hite e Oliver (20@Xjiste uma
correlacdo positiva entre o génevibrio e a temperatura da agua e, negativa quando a
comparacao é feita com o oxigénio dissolvido namaglos estudrios. A temperatura da agua
€ 0 parametro mais correlacionado com a abundéesies organismos.

Os valores de temperatura da dgua no presentghwab@iaram de 28 a 36,5°C
em todas as amostras coletadas.

Concordando com os autores acima, Panigrahi e A2@@7) ressaltam que a
temperatura € o fator ambiental mais importantgazae controlar o crescimento microbiano

e quando esses fatores se encontram em condigéais iso capazes de diferenciar os



MENEZES, F. G. R. Caracterizacao fenotipica e dpiuat de bactérias... 53

microrganismos existentes. Experimentos em labaoamdostraram uma correlagdo positiva
entre a temperatura e a atividade metabdlicaViwio cholerae O1, em experimentos

realizados em faixas de temperatura entre 10 e QBTAL et al, 2007).

Tabela 6: Valores médios das variaveis ambientais (tempexapi e salinidade) obtidas

das amostras de agua dos estuarios dos Rios Falootq, Pirangi e Jaguaribe (Ceara).

Temperatura ('C) | pH | Salinidade (%o)
Local Coletas
1a‘ 23‘ 3a| 4a| la‘ 2# 3{1 42 1a Pa |3a 4a

Pacoti 1 29 29 30 365 790 812 769 7,12 38 39 1B
Pacoti 2 30 29 31 35 783 811 781 731 39 40 23
Chor6 1 30 31 3 355 822 809 817 7,06 40 40 3P
Choré 2 30 34 29 355 8,18 820 791 6,96 40 39 1B
Pirangi 1 28 29 29 355 8,16 806 820 7,71 40 4B 35
Pirangi 2 28 30 30 36 792 781 7,63 7,72 45 48 1@

Jaguraribe 1 28 29 31 36 79 797 806 7,80 40 28 7
Jaguaribe 2 28 30 31 36 832 789 7,77 7,70 40 28 B

Além da temperatura, a salinidade também é um fétoitante para o
crescimento dos vibrios. Estudos prévios em labocat tém enfatizado a influéncia desse
parametro no crescimento dos vibrides, mostrande algumas espécies aumentam a
populacdo em &guas caracterizadas como de altaoderada salinidade (VITAlet al,
2007).

Na presente pesquisa a salinidade apresentou yvatm@damente oscilantes
variando de 2,0 a 48)@as amostras coletadas dos quatro rios estudadgge @eterminou
essa variacdo, principalmente, foi a localizacdopdoto de coleta e o volume de aguas
pluviais recebido pelos rios nos periodos das asléfale ressaltar que as amostras foram
realizadas nos meses da estacdo chuvosa (janaimil)ano Estado do Ceara, o que explica a
enorme flutuacdo nos valores de salinidade, capbzeausar interferéncia no isolamento dos
microrganismos (Tabela 6).

Em geral, o géneroVvibrio tolera uma ampla escala de salinidade, fato
comprovado por Eiler, Johansson e Bertilsson (2@® conseguiram isolar espécies de
Vibrio em um gradiente de salinidade de 2 a 30,0, vatprescorroboram com os resultados

do presente trabalho. Ainda, segundo os autorés) db temperatura e salinidade, fatores
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ambientais tais como: concentracdo de fosforo eddimcia de dinoflagelados, também séo
importantes para ajudar em prognosticos sobre rdéimgia do género.

Discordando do que foi dito antes sobre o efeitsalamidade na densidade de
vibrios, Sobrinhaet al. (2010) em estudo recente no Brasil, analisandarr@lacéo existente
entre os fatores ambientais e a relevanci®.dgarahaemolyticysafirmam que a salinidade
ndo apresenta uma correlagdo com a densidade i, ekplicado pelo fato desse parametro
desempenhar um fator secundario na sobrevivénwaceescimento bacteriano.

As médias dos registros de pH das aguas variaram €96 a 8,32 nos quatro
estudrios estudados. Esses valores estdo denliritdoexigido para o desenvolvimento dos
vibrios, que é de 7,5 a 8,5 (SOUSA, 2004).

Costaet al. (2010) ao analisarem a agua do estuario do Ricafiq&Ceara, Brasil)
observaram que das variaveis ambientais estudagbés$ foi o parametro que mais favoreceu
0 aumento da microbiota débrio. Esses autores discordam de Parwteal. (2008) que
afirmam, ao analisarem amostras de agua e ostrastdario de Chesapeake Bay (US), ndo

existir uma correlacéo do pH com a distribuicaaéoeroVibrio.

5.3 Deteccao das estirpes débrio spp. em agua e sedimento nos quatro estuarios
estudados

Os ambientes aquaticos séo altamente variaveisreseapgam uma elevada
abundancia de espécies de diferentes biotas (DRNEELKUROKAWA; IIDA, 2007).
Algumas dessas espécies pertencem ao géfibrim, e sdo bem conhecidas por estarem
associadas tanto a surtos alimentares como a coigdn ambiental, podendo, em muitos
casos, trazer danos a populacéo.

Foram isoladas 212 cepas\drio, sendo 98 provenientes das amostras de agua
e 114 do sedimento dos estuarios estudados.

Na Figura 8 pode ser observada a diversidade dowwiisolados da agua e do
sedimento no ambiente dos quatro estuarios anafisapodendo-se constatar que o0s
sedimentos dos Rios Pacoti no ponto 1, local demiailuéncia da agua oceanica, e Choro
no ponto 2, localizado na parte mais interna do&est, foram os locais de isolamento da

maior diversidade, em espécies\Milerio spp.
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Numero de espécies

Fontos de coleta

Figura 8- Numero de cepas das espécie¥itbeio isoladas de agua e sedimento coletadas
nos estuarios dos Rios Pacoti, Chord, Pirangi ealdzg (Ceara).

Esses dados discordam de Scetsal. (2006) que ao analisarem amostras de agua
e sedimento dos mesmos pontos da presente pesqu&ataram que as aguas do Rio Choré
coletadas no ponto 1, e ndo no ponto 2, foram asaguesentaram maiores variedades de
espécies d¥ibrio spp

Os quatro estuarios analisados apresentam ativiladarcinicultura, sendo que
0S que se encontram nas proximidades dos rios CRir@ngi e Jaguaribe possuem uma
guantidade maior de fazendas que o estuario d®&ioti. De acordo com Costtaal. (2010)

e Das, Khan, e Das (2004) as criacfes de camaréphmanos estuarios, geralmente, estao
associados com descarga de nutrientes e maté@aioagno ambiente, causando impactos
negativos na microbiota nativa.

O segundo local em diversidade de vibrios foi o Ragoti, sendo que algumas
das espécies isoladas nesse rio sdo conhecidasrpar patdgenas ao homem. Apesar do Rio
Pacoti apresentar somente uma fazenda de cartimegusabe-se que o rio recebe descargas
urbanas através de esgotos domésticos e industiairesenta atividades recreacionais em
suas aguas (SOUSA al, 2006).

A Tabela 7 apresenta o nimero de cepas isoladaszstras ambientais (agua e
sedimento dos rios), podendo-se observar que o imalice dos isolados com interesse para
a saude humana e de organismos aquaticos recaai\dblio parahaemolyticug67 cepas),
seguidos d&/. alginolyticus(33), V. coralliilyticus (26), V. mimicus(16), V. choleraendo-O1
e ndo-0139 (9)V. vulnificus(5) eV. furnissii(4).
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Tabela 7: NUmero de cepas das espéciesMilerio detectadas nas amostras de agua e

sedimento coletadas nos estuéarios dos rios P&iwird, Pirangi e Jaguaribe (Ceard).

12 Coleta 22 Coleta 32 Coleta 423 Coleta

Espécies de&/ibrio "AGUA | SED | AGUA| SED | AGUA| SED | AGUA | SED |Totl
V.parahaemolyticus 1 3 17 23 11 12 67
V. alginolyticus 3 5 8 8 3 3 1 2 33
V.coralliilyticus 11 7 6 2 26
V. mimicus 1 1 1 6 7 16
V. litoralis 5 1 7 2 15
V. diabolicus 5 2 4 11
V. choleraendo-Ol1 e 3 1 2 3 9
n&o-0139
V. proteolyticus 1 1 1 1 2 6
V. diazotrophicus 1 4 1 6
V. scophthalmi 1 4 5
V. vulnificus 1 1 2 1 5
V. furnissii 1 1 2 4
V. pelagius II 1 1 2
V. nereis 1 1 2
V. ichthyoenteri 1 1
V. hepatarius 1 1
V. fischeri 1 1
V. rumoiensis 1 1
V. natriegens 1 1
Total 22 25 17 25 35 34 24 30 212

Além deV. cholerae muitos outrosvibrios sdo reconhecidos como patdogenos
humanosVibrio parahaemolyticusV. alginolyticus,V. mimicus,V. vulnificuse V. hollisag
sao alguns exemplos de patégenos envolvidos ewmssietorigem alimentar ou relacionados
com agua capazes de causar gastrenterites em ham@ibER; JOHANSSON,;
BERTILSSON, 2006).

A espécie que predominou nesse esfodd®. parahaemolyticygnais abundante
no Rio Chord, perfazendo um total de 67 cepasdsslale 4gua e sedimento dos quatro
estuarios analisados. Quantidades maiores t&isge foram detectadas em temperaturas que
variaram de 29 a 36,5°C, com oscilacao de salieidizd2,0 a 35,0 . Na quarta coleta ocorreu

uma diminuicdo na salinidade influenciando o nunter@spécies isoladas. Sob esse aspecto,
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Noriega-Orozcoet al. (2007) afirmam que ao ocorrer um aumento na temer, V.
parahaemolyticupode se tornar predominante.

Discordando dessa afirmacdo Soasal. (2006) ao analisarem amostras de agua
e sedimentos, nos mesmos estuarios desta pesguisgemperaturas entre 25 e 30°C,
isolaram poucas cepas deparahaemolyticus

Estudos epidemiologicos tém mostrado que dentresapgcies deVibrio, V.
parahaemolyticug universalmente distribuido, e tem sido isoladoatimentos marinhos,
bem como de aguas e sedimentos estuarinos, sdadmmado a distlrbios gastrentestinais
ocorridos através da ingestdo de alimentos crugnal cozidos (LEALet al, 2008a,
MAGALHAES et al, 2000).

A segunda espécie mais isolada das amostra¥.failginolyticus,com maior
abundancia no Rio Pacoftsse vibrio tem sido reportado como um patogenbutdeanos,
camardes e frutos do mar. Em alguns casos € usado grobidtico frente a outras espécies
do género que possuem a habilidade de infectarnaré® marinho. Essa variabilidade
inibitéria pode afetar outras espécies ou um sylmgrabundante que ja exista no local
(NORIEGA-OROZCOCet al, 2007).

Em trabalhos realizados em fazendas de camaraahnafi alginolyticusesta, na
grande maioria das vezes, envolvido em epidemieteianas, podendo ocasionar infecgdes
entéricas, sistémicas ou externas (MENDESL, 2005). Em contrapartida, Mendet al.
(2009) investigando a presenca\dbrio spp. em isolados de camardo e agua de cultivo, de
uma fazenda marinha localizada no Estado de Peuwmnhao detectaram a presenca/de
alginolyticusnas amostras.

E importante lembrar, que embdra alginolyticusseja responsavel por elevadas
perdas econdmicas na carcinicultura, Vieet al. (2009) afirmam que essa espécie,
juntamente conV. damsela V. fluvialissdo indigenos do ambiente e do camaréao.

Contudo, como patégeno humaib,alginolyticusassume um importante aspecto
epidemioldgico, por ser um microrganismo indigea@thbiente aquético e da microbiota de
animais marinhos o que o classifica como uma hacté facil acesso a cortes e lesbes
cutaneas expostas ao ambiente marinho. Rodrejuas(2001) pesquisando feridas cutaneas
de pescadores do municipio de Raposa, Maranhegtaetm por ordem de frequéncia:
alginolyticus(66%), seguido poY. parahaemolyticug42%) eV. choleraendo O1 (9%). Este
aspecto torna o patégeno de grande interessecytarthente para profissionais cujas
atividades envolvem aquicultura, manipulacdo dmeiitos e beneficiamento de pescado
(PEREIRAet al, 2007).
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O terceiro maior niumero de espécies isoladas recditeV. coralliilyticus, com
26 cepas identificadas em amostras de agua e s®dirdes quatro estuarios analisados.
Dessas, a maioria (19) foi isolada das amostragda. Esse microrganismo € conhecido por
ser um patdégeno de corais, podendo apresentar leveda patogenicidade aos recifes. Em
alguns casos causa necrose nos tecidos doRacdlopora damicornigguando incubado em
temperaturas entre 27 e 29°C (ARBOLEDA; REICHARDQ9, AINSWOTH; HOEGH-
GULDBERG, 2008, BEM-HAIM; ZICHERMAN-KEREN; ROSENBER, 2003,
THOMPSON; IIDA; SWINGS, 2004).

Esse vibrido também foi encontrado em amostras efeolinfa de camarao
marinho Litopenaeus vannameigultivado em quatro fazendas do Estado do Ceara,
apresentando valores elevados nos dois periodostraaos (estio e chuva) (CARVALHO,
2009).

Outra espécie que apresentou um elevado indiceotkmiento foiV. mimicus
sendo a quarta em abundancia. Um total de 16 depa®: isoladas, oito detectadas em
amostras de agua e oito nas de sedimento. ¥gs@® pode ser encontrado em aguas
marinhas, ostras e camardes. Nos ultimos, sdo #ados, principalmente na fase juvenil,
sendo frequentemente isolados em crustaceos coadbide saudaveis. Em amostras de
hemolinfa de camardestopenaeus vannameayiundas de trés fazendas de cultivo do Estado
do Ceara, Vieira, Vieira e Sousa (2009) obtiveNMmmimicuscomo espécie predominante,
tanto no periodo seco, como no chuvoso. Esses dadosrdam com Reboucasal. (2011)
que isolaranV. mimicusde amostras do hepatopancreas do camardo malkinbpenaeus
vannamei e de agua de viveiros de trés fazendas de czultuma, na costa do Estado do
Ceard, nos estuarios dos rios Acarau, Coreau adbagu

De acordo com Takahasht al. (2007) V. mimicusapresenta um alto grau de
similaridade com oV. cholerae tendo como caracteristica marcante, o fato denser
patégenos causadores de gastrenterites em hun@smestomas clinicos dessa doenca estdo
associados com uma diarréia aquosa causada pooterieas hemoliticas, produzidas pelas
células epiteliais do intestino que afetam o trartgpde ions. Isto sugere que este patdégeno
assim como outras espécies \Mdierio (Mizuno et al, 2009) produzem muitos fatores de
viruléncia.

Outra espécie que assume um destacado papel epidgico €V. choleraenesta
pesquisdoi encontrado nos quatro rios analisados, comuensaiado de organismos e de
ambiente marinhos. Concordando com tal afirmac&tada-se o trabalho realizado por Costa

et al. (2008b) sobre o estudo Wério associado a diferentes estagios de desenvolvindento
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camardo marinhd,itopenaeus vannamebDos trés estagios estudados (pés-larva, juvenil e
adulto), V. choleraefoi isolado no de pds-larva e juvenil. Outrossibgstaet al. (2008a)
analisando amostras de agua de captacdo, aguavelieove de camaraditopenaeus
vannameide uma fazenda no litoral Oeste do Estado do Geardificaram 12 cepas dé
cholerag dentre 48 outras estirpes\dirio isoladas

Costaet al. (2010) observaram que em aguas do estuario dd&imu (Ceara),

V. choleraefoi a segunda espécie em abundancia. Esse fat g@dporeocupante, uma vez
gue Thompson, Thompson e Vicente (2008) ressaltamegse vibrio € considerado o maior
patdbgeno em todo o mundo, principalmente em padsesdesenvolvimento. Os autores
destacam que, no ano de 2006, a cOlera chegouaa mais de 5.000 pessoas em Angola.
Esse ndo € um problema sé dos paises africanaaitip dtualmente, enfrenta uma epidemia
assustadora (Prensa Latina, 2011).

Todavia, Huget al. (2005) afirmam que o papel dos fatores ambientais
ocorréncia e transmissao da coélera tem sido estupah garantir a precisdo das previsées
existentes. Em trabalho desses autores realizadohesapeake Bay (US), o pH elevado das
aguas apresentou influéncia sobre a contageviiba® cholerae

Em contrapartida, Aradjet al. (1996) ressaltam que além dos fatores ambientais
0 zoplancton, especialmente os copépodos apresemapapel importante na sobrevivéncia
e multiplicagdo dos vibrios em ambientes aquatidosda segundo os autoresvo cholerae
em condicbes de laboratério foram capazes de senvaserem em associacdo com
copépodos dentro de limites de salinidade de O @e 7,5.

Essa afirmacéo é refor¢cada por Vietal. (2009) que reforcam a capacidade que
V. choleraeO1 possui em sobreviver em 4guas com baixa satleidTal afirmac¢do concorda
com os dados encontrados no presente estudo, umguee as maiores positividades \de
choleraendo-0O1 e ndo-0O139 observadas foram nas duas siltiabketas, em que os valores de

salinidade encontrados foram os mais baixos, caoragéo de 2,0 a 7,0 (FIGURA 9).
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Figura 9- Numero de cepas débrio choleraendo O1 e ndo 0139 detectadas nas quatro
coletas realizadas nos estuarios dos Rios PadairoCPirangi e Jaguaribe (Ceard).

Vibrio vulnificus também isolado de agua e sedimento nesta peggaisala 7),
juntamente conV. parahaemolyticug V. choleraeé considerado um dos patdgenos de alto
risco para a saude publica (AUSTIN, 2010, THOMPSODIA; SWINGS, 2004). Beneduce
et al. (2010) analisando amostras de mexilhdes, agudimaeto do lago Varano, Provincia
de Foggia (Italia), conseguiram isoMr vulnificusdurante sete meses de estudo. Segundo os
autores, esse vibrio ndo é responsavel por surtosrdares em humanos, mas pode causar
sindromes severas, fatais em cerca de 50 a 60%ados. Por esta razdo, é considerado um
patdgeno alimentar de alta mortalidade. Sob owspgctos Mahmuet al. (2007) ressaltam
que um pH alto faz com gié vulnificuspossa passar do estado cultivavel para o viavel ma
nao cultivavel. Essa atividade pode trazer uma masmpetitividade entre o vibrido e as
populacdes locais.

V. furnissii, outro vibrio isolado no estudo, é conhecido porusea bactéria de
vida livre, que vive em ambientes marinhos e tain sissociada com doencas em enguias e
camardes (SRINIVASAN; RAMASAMY, 2009, SUNG@t al, 2001) No Brasil ele se
destacou por causar danos a saude publica, podeadmnar de leve a severa gastrenterite
em criangas e adultos, e em casos mais graves,liberdés células sanguineas (AUSTIN,
2010, MAGALHAESet al, 1993).

As espécies d&. ichthyoenterie V. fischeriforam também isoladas em dois

estuarios, Jaguaribe e Choro, respectivamente. dded@a com Montest al. (2006), V.
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fischeri tem sido encontrado em agua do mar de diferemtss geograficas, associado a
microbiota normal de alguns organismos marinhoslepdo causar surtos de epizootias.
Enquanto, queV. ichthyoenteritem sido descrito como o agente etioldgico de ritiés
bacterianas de peixes (SUGITA; ITO, 2006).

As amostras com nimeros mais elevados de espé&ciébrib foram encontradas
nos sedimentos (114) dos quatro estuarios anatiséaio explicado por Kemper (2008). O
autor ressalta que o solo € conhecido por ser usto v&servatorio de microrganismos,
podendo, nele, ser encontrados nimeros elevadbaatérias, que variam de®8 mais de
10° UFC/g.

A predominancia nas amostras dos estuarios f&.gmrahaemolyticysseguido
por V. alginolyticug(Figura 10).

Da mesma forma, Duan e Su (2005) trabalharam coostaas de ostra, agua do
mar e sedimento na Baia de Two Oregon (USA) e apamtV. parahaemolyticugomo a
espécie mais isolada em sedimento. Essa espécietimitada em 16,7% das amostras do
ponto de Tillamook e 31,8% das amostras de Yaquinguanto, que em ostras e agua 0s
percentuais de isolamento db parahaemolyticugoram de 5,6% e 2,7%, e de 11,1% e
27,3%, respectivamente. Segundo os autores a alemamiéncia dev. parahaemolyticus
observada no estudo sugere que o sedimento é o resérvatorio desse vibrido no ambiente

marinho.
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Figura 10- NUmero de cepas das espécie¥ileio detectadas nas amostras de agua e
sedimento coletadas nos estuarios dos Rios P&tuatip, Pirangi e Jaguaribe (Ceard).
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Fato que pode apontar a temperatura como uma dasesafluéncias, uma vez
que, caso ocorra flutuacdo no clima, esse micr@sgen que se encontra agregado ao
sedimento, consegue se multiplicar rapidamenteresaptar niveis elevados no ambiente
(DUAN; SU, 2005). Esse fator agregativo que o sedim apresenta dentre as espécies de
vibrios estd também ressaltado em trabalho realizat Harriagueet al. (2008). Esses
autores ao analisarem amostras de agua e sedimanitthos em praias do Mar Adriatico
(Italia), encontraram uma elevada abundéancia/dalginolyticustanto na agua, como no
sedimento. A deteccdo desse género apresentou amagao de acordo com o periodo da
coleta. A maior abundancia nas aguas foi deteatad®oca da primavera, e no sedimento,

no verao.

5.4 Susceptibilidade das cepas d€ibrio aos antimicrobianos

Antibidticos e outros agentes quimioterapicos sénumente, usados em
fazendas de peixe e camardo marinho, como aditivdsanhos de imersédo, dependendo do
que se quer se, um efeito profilatico ou se terag@Eu(DEVI;, SURENDRAN;
CHAKRABORTY, 2009).

Na Figura 11 é mostrado o percentual de suscegtbe /resisténcia das cepas de
Vibrio isoladas de amostras de agua e sedimento do® esitrarios analisados, frente a
diferentes antimicrobianos. O maior percentualedsténcia observado foi a penicilina-PEN
(83,2%), seguido por ampicilina-AMP (50,7%), cefeda-CFL (5,5%), aztreonam-ATM
(1,5%), cefotaxima-CTX, ceftriaxona-CRO e gentamaeGEN com (0,5%).

Dos quatro rios analisados, o Rio Chor6 foi o quesentou o maior nimero de
cepas resistentes a penicilina (48), seguido doJRguaribe (42), Rio Pacoti (39) e Rio
Pirangi (35). O Rio Jaguaribe foi 0 que apresentowaior numero (30) de cepas resistentes a

ampicilina, seguido do Rio Pirangi (24), e dos Rraesoti e Chord6 (23).
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Figura 11. Percentual de susceptibilidade a diferentes atrtibianos de 197 cepas de
Vibrio spp. isoladas de agua e sedimento coletados me&ries dos Rios Pacoti,
Choré, Pirangi e Jaguaribe (Ceara).

Esses resultados estdo de acordo com Kumar, PatterKarpagani2009) que
ao analisarem amostras ambientais de agua e sdédim@nnhos encontraram uma elevada
resisténcia a penicilina e a ampicilina. Segundoao®res, € comprovada a resisténcia
intrinseca de muitas bactérias marinhas, fato pgpEote uma vez que essa resisténcia pode
vir a ser repassada para outras bactérias atrayésletinentos genéticos moéveis, mais
conhecidos como plasmidios, transposons e integfbimportante ressaltar que esse carater
pode também ser passado das bactérias marinhasyiesa microrganismos existentes nos
estuarios.

Rebouca®t al (2011) relatam um estudo feito com 31 cepaVillgo, isoladas
de agua de viveiro e de camardo marinho, em fagethelaarcinicultura. Dessas, 14 foram
resistentes a ampicilina, seguidas de oxitetraeiq8), cefoxitina (6), tetraciclina (4) e acido
nalidixico (2). Outrossim, também foram encontradalsres elevados de vibrios resistentes a
ampicilina isolados de camardes marinbitopenaeus vannamet de aguas de captacdo em
fazendas de carcinicultura (COS™A al. 2008a). De acordo com 0s autores a presenca de
estirpes dé/ibrio resistentes a antimicrobianos, na aquicultura, sendo relatada ha algum

tempo.
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Apesar da baixa incidéncia de cepas resistenteardwsicrobianos cefalotina —
CFL (5,5%), aztreonam- ATM (1,5%), cefotaxima — G¥ftriaxona — CRO e gentamicina-
GEN (0,5%), suas deteccdes indicam que de algunm@imao ambiente esta tendo contato
com eles. Essa disseminacdo pode com o0 passarntu teepresentar riscos para as
populacdes bacterianas existentes. Aztreonam- ATBA), cefotaxima — CTX e ceftriaxona
— CRO fazem parte da classe @asctamicos. Elevados valores de resisténcia acasse
tém sido detectadas em ambientes aquaticos no €Ml@anda e Zemelman (2002) e
Australia- Akinbowale, Peng e Barton (2006) ao @éstam amostras de diversas fontes de
aquicultura, peixes, crustaceos e agua. De 62 aasaitVibrio spp. mais da metade (54,8%)
foram resistentes aof-lactamicos utilizados, 41,4% a cefalexina e 23,4%efalotina,
valores mais elevados que o da presente pesquisa.

A baixa resisténcia dop-lactamicos apresentados nesta pesquisa discorda de
Ponteset al. (2009) que afirmam que essa classe é freqlenterasatla no combate a muitas
bactérias Gram-negativas. Segundo os autores, lewada resisténcia ocorre devido a
producao dg-lactamases, encontrada em cromossomos, plasmii@dnsposons e integrons
e que, os estudos com essas enzimas tém sidaddizpara a investigacdo da disseminacéo
de resisténcia em isolados clinicos.

Apesar dos vibrios terem apresentado um baixo perae de resisténcia a
gentamicina-GEN (0,5%), o uso de aminoglicosidelasse a qual pertencem gentamicina e
a estreptomicina, deve ser evitado, uma vez que @beesentam um elevado grau de
toxicidade (ARAUJCet al. 2007). A india foi um dos paises que proibiu o desse farmaco
em sistemas de cultivo (JAYASREE; JANAKIRAM; MADHAM2006).

Nenhuma cepa foi resistente ao cloranfenicol. Bssienicrobiano € proibido em
alimentos pela comunidade européia (MENDE@I.,2004) e pelo Brasil (MAPA, 2003). O
motivo dessa proibicdo € que 0 uso desse antinigrolapresenta sérios efeitos, capazes de
causar anemia (RAHAMMt al, 2010).

Das 197 cepas que apresentaram resisténcia a mapiei a penicilina, 25,
guando submetidas a cura dos plasmidios, contimuegaistentes aos dois antimicrobianos
(ampicilina e penicilina) representados por sefgaseleV. parahaemolyticyscinco deV.
coralliilyticus, cinco deV. litoralis, cinco deV. alginolyticus,duas deV. proteolyticuse uma
de V. diabolicus.Esses resultados discordam de Molina-&jal. (2002) que afirmam que,
quando isolados d¥ibrio, resistentes a esses antimicrobianos sdo submedidmra dos

plasmidios perdem esse carater.
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Devi, Surendran e Chakraborty (2009) ao estudaremerdil plasmidial de
isolados dev. parahaemolyticuysamostrados de fazenda de carcinicultura da czsiadia,
observaram que a resisténcia antimicrobiana antemp@s a cura persistiu para
antimicrobianos tais como: ampicilina, polimixina &treptomicina, kanamicina, neomicina,
clorotetraciclina e furazolidone. Esses resultadé®¢cam o que Smith (2007) afirma sobre os
plasmidios possuirem a capacidade de carrear umedade de genes de resisténcia,
incluindo uma resisténcia codificada a ampicilioyranfenicol, kanamicina, sulfonamidas,
estreptomicina e a tetraciclinas.

Da mesma forma, Hofeet al. (1999) e (2001) ao realizarem trabalho entre
isolados deV. choleraee de Escherichia coli,observaram através da transferéncia de
plasmidios multiresistentes, a capacidade que oOsmE® possuem em repassar essa
resisténcia a outras estirpes bacterianas. Poramp@s et al. (2004) discordam das
discussbes acima afirmando que a resisténcia gladréidificilmente encontrada entre cepas
deVibrio, e quando isso ocorre outros determinantes ségspensaveis.

Randrianariveloet al. (2010) recomendam que o0s antimicrobianos devem se
restringir apenas ao uso terapéutico, e que o eafpgpventivo pode ser mais caro do que 0s
tratamentos posteriores. Por conta disso, quenalbiabcom aquicultura deve usar outras
estratégias para controlar as infecgfes. Sob oasectos, vale ressaltar que a contaminagéo
de fontes de &gua com residuos de antimicrobiaode per responsavel por infecgbes de
dificil tratamento e constituir um risco a saudelma (COSTAet al, 2008c).

5.5 Deteccao de fatores de viruléncia e propriedasi@nzimaticas e hemoliticas das

culturas bacterianas patdgenas humanas

O perfil de viruléncia das cepas Wibrio isoladas dos estuarios e escolhidas por
serem patogénicas ao homevyh @lginolyticus, V. mimicus/. cholerae, V. vulnificug V.
furnissii) estdo apresentados na Tabela 8.

Dentre os quatro rios analisados o que apresentmaior nimero de cepas
potencialmente virulentas nas amostras de aguap fRio Pacoti (11), seguido dos rios
Pirangi (9), Chor6 e Jaguaribe (6). Enquanto gaea s de sedimento a ordem foi: Rio
Pacoti e Pirangi apresentando nove cepas pos{®aseguidos do Rio Jaguaribe (7) e Rio
Choro (4).
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Tabela 8 Perfil dos fatores de viruléncia apresentadosagpedspécies potencialmente
patogénicas ao homem ¥ébrio spp. isoladas de agua e sedimento dos estuarioRide

Pacoti, Chord, Pirangi e Jaguaribe (Ceard).
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Pirangi

+ -

+ + +
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=
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+ + + + + + + + 4+
1
1
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1
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+
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Gl: Gelatinase; Et: Elastase; Cs: Caseinase; Hligase; Lp: Lipase; Hm: hemolisg; = beta hemoliselN:
namero de isolados apresentando o perfitimero de espécies
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Das 212 cepas de/ibrio isoladas de amostras de agua e sedimento o maior
percentual de positividade foi para fosfolipasef®8seguido pela gelatinase (96%), lipase
(49%), atividadep-hemolitica (39%), e caseinase e elastase com ({8%)ela 4). Os
resultados encontrados se assemelham aos de Masihi(2007) entre isolados de vibrios
originados de amostras de agua em um balneériotatia. INessa pequisa, 0s autores
observaram um percentual elevado de positividada pagelatinase (86%), seguida da
elastase (73%), lipase (54%), protease (14%), eréd%) e atividade hemolitica (3%).
Também verificaram que a presenca de elastassglipaease e atividade hemolitica nédo se
mostraram especificas para espécies enquanto gpegdacdo de gelatinase e protease
estiveram relacionadas as espéciés alginolyticus e V. parahaemolyticus Em nossa
pesquisa, a atividade da fosfolipase foi relacianadtodos os isolados das espédies
alginolyticus V. mimicus, V. choleragV. furnissii,enquanto que a gelatinase foi relacionada
aos isolados das espéciés mimicus, V. cholerae V. furnissiisendo considerada entéo,
espécie-especifica (TABELA 9). No total de isoladaenas duas cepas (uma e

alginolyticuse outra deV. furniss) ndo produziram essa enzima (TABELA 8).

Tabela 9 Percentual de positividade na caracterizacaoveima dos isolados débrio spp.

potencialmente patogénicos a humanos.

Percentual das Provas de viruléncia (%)
Espécies bacterianasn) | Ff Gl Lp | Cs | Et | Hm

V. alginolytiucuq31) 100 96 32 3 6 29

V. mimicug15) 100 100 66 40 26 40
V. cholerag9) 100 100 77 22 55 77
V. vulnificus(4) 100 100 75 25 0 25
V. furnissii(2) 50 50 0 50 0 50

Gl: Gelatinase; Et: Elastase; Cs: Caseinase; Hiligase; Lp: Lipase; Hm: hemdlisp;= beta hemdlisen:
namero de espécies

Lafiscaet al. (2008) analisaram cepas Mério isoladas de moluscos bivalves
coletados na ltalia (Lagoa de Venice) e no Br&iigd de Guanabara), quanto a frequéncia de
elastase, colagenase e condroitinase. Os autocestearam nas amostras brasileiras altas
quantidades de cepas com producéo de elastase@iB)enase (22) e condroitinase (21). Os
autores ressaltam que essas enzimas sao consglesagancipais fatores de viruléncia da

bactériaV. alginolyticus especialmente, em casos de infec¢Bes dermatagddgiomana.
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Lafisca et al. (2008) provaram através de técnicaleculares que essébrio pode adquirir
0s genes de viruléncia de outras bactérias matiskagsndo como reservatoério patogénico.

Das 61 cepas analisadas 24 (39%) fopanemoliticas, dessas, nove (14%) eram
V. alginolyticus seguidas por sete (11%¢ V. cholerae seis (9%) dé&/. mimicuse somente
uma cepa (1%) d¥. vulnificuse V. furnissii De acordo com Jayaprakashal. (2006) a
hemolise pode ser considerada um determinanteembal e as propriedades quitinoliticas,
proteoliticas e lipoliticas podem servir como fasode suplemento que irdo somente ajudar o
organismo a invadir o hospedeiro. Por outro ladasti et al. (2005) afirmam que o
ambiente de aquicultura serve como um reservaideal para as linhagens virulentas dos
vibrios, sendo rico em nutrientes e antibioticezehdo com que ocorram condicfes ideais
para esses microrganismos se desenvolverem.

Espécies conhecidas coma alginolyticus, V. anguillarum, V. cholerae, V.
fluvialis, V parahaemolyticus, V. mimicus, V. viins, V. damsela, V. harveg V.
protelyticus tém sido isoladas de etapas larvais de camardestrdD essas espéci®s
alginolyticusmerece destaque por ser, frequentemente, resgbmeavdoencas em camardes
peneideos, sendo descrito como o principal patogemmo para peneideos como para nao-
peneideos (JAYAPRAKASIHdt al, 2006).

Além disso, Masiniet al. (2007) ressaltam que a citoxicidade e as ativislade
enzimaticas ndo sdo vistas apenas em isoladospédeies de relevancia clinica covo
alginolyticus, V. parahaemolyticus, V. vulnificesV. harveyi mas também em cepas
consideradas néo patogénicas a humanos tais dammediterranei, V. splendidus, V.

campbellie V. salmonicida.

5.6 ldentificacdo genotipica dos isolados

5.6.1 Deteccao d¥. parahaemolytius em agua e sedimento por PCR e multiplex PCR

Na Tabela 10 estdo dispostos os resultados daSesede PCR e multiplex PCR
das 64 cepas dé. parahemolyticussoladas das amostras de agua e sedimento do® quatr
estuarios e que mostraram positividade para o gelsessenta e trés (98%) dos isolados

identificados fenotipicamente convo parahaemolyticutoram confirmados com a utilizagcéo
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dos iniciadores especificos para esta espécie.dQuatilizados iniciadores especificos para
as toxinas foi verificada positividade em 54 (848&)ya o genédh e 19 (29%) par#hr. O
percentual de estirpes que apresentaram ambosnes @ de 29%. Apenas 10 (15%)
amostras foram negativas para o gielinee 35 para arh.

Uma analise da distribuicdo das estirpes de acootio 0 estuario de origem
mostra que o maior numero de cepasvdg@arahaemolyticusom genes codificadores das
toxinas tdh e trh foi isolado nos rios Jaguariligherd, seguidos pelos rios Pacoti e Pirangi.
Quanto ao tipo de amostra, o maior percentual elpasy. parahaemolyticuapresentando os
genestdh e trh foram obtidas das amostras de sedimento. Das@& @nalisadas, 36 foram
positivas para o gertk seguida de 36 paraah, 12 para drh e 12 para edh etrh. Enquanto
que para as amostras de agua foram 27 positivasoplarseguida de 25 paratdh, 8 para o
trh e 8 para adh etrh. J& para o fendbmeno de Kangawa foram 34 positiaes @ sedimento

e 24 para as amostras de agua (TABELA 11)
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Tabela 10: Resultado do teste hemolitico do fenébmeno de Kamagreacdo de urease, gene
de identificacdo da espécie Mibrio parahaemolyticug® seus genes de viruléntith e trh

para as amostras de agua e sedimento dos quatévi@stnalisados, no Estado do Ceara.

Fatores de viruléncia

. genotipos fenotipos
Origem | Amostra = [ trh | Kanagawd Urease|
Choré Agua + + - - 1
+ + - + - 6
+ + + + - 1
+ - - + - 1
Sedimento + + + + - 2
+ + - + - 7
+ - - + - 2
+ + + - - 1
- + - - + 1*
Jaguaribe | Agua | + - - + - 1
+ o+ + + - 2
+ + - - - 1
+ o+ - + - 5
Sedimento + + + + - 2
+ - - + - 2
+ o+ + - - 1
+ + - + - 7
Pacoti Agua | + + - + - 1
+ o+ + + - 3
+ - - + - 2
Sedimento + + - + - 6
+ o+ + + - 2
Pirangi Agua | + + + - - 1
+ - - + - 1
+ o+ + - 1
Sedimento + + + + - 3
+ o+ - + - 1

PAA = Pacoti-agua, PAS= Pacoti -sedimento, PIA=amii- agua, PIS= Pirangi -sedimen@A = Choré -agua,
CS = Choro -sedimento, JA = Jaguaribe -agua, Xyeadibe -sedimento.
* cepa confirmada como nao pertencente a espéior® parahaemolyticus



MENEZES, F. G. R. Caracterizacao fenotipica e dpiuat de bactérias... 71

TABELA 11: Numero de cepas identificadas comoparahaemolyticupor tipo de amostra

com a presenca dos genes de identificacdo de espgéadioxina e do fenbmeno de Kanagawa.

Amostras genes Kanagawa
(n°) tl tdh trh tdhttrh + -
Agua 27 25 8 8 24 3
Sedimentg 36 36 12 12 34 3
Total 63 61 20 20 58 6

A elevada positividade das cepas analisadas pgeaetl, indicador da espécié.
parahaemolyticusconfirma a chave de Noguerola e Blanch (2008p somplementacao da
chave de Alsina e Blanch (1994 a,b), como um esquefetivo para a identificacdo das
espécies d¥/ibrio. Esses dados corroboram com trabalho realizadcCpmsi et al. (2007)
que ao fazerem uma comparacdo entre a chave deficdexdo paraVibrio de Alsina e
Blanch (1994 a,b) e os kits APl 20E e API 20NE, trevam que os testes bioquimicos
utilizados pelos esquemas de Alsina e Blanch (18®) foram mais eficientes para a
identificacdo de cepas ambientaisuilerio, do que os dois kits comerciais utilizados.

Gopal et al. (2005) ao analisarem amostras de agua, sedimeo#&mardes da
Costa da India, conseguiram que apenas dois isotagelassem positividade para o getre
e um isolado para o getrh, também apresentando positividade para urease.

Chaoet al. (2009) ressaltam que a acdo patogénica/dparahaemolyticu®
dependente da producdo da hemolisina direta tetéveds(TDH) e da hemolisina
termoestavel relacionada (TRH), codificadas pelesegtdh e trh, respectivamente, e
evidenciada pela hemodlise total no meio Agar Wama#s conhecido como fenbmeno de
Kanagawa-positivo.

Essas afirmacdes corroboram com os resultados ogbtghra o teste de
Kanagawa. Das 54 cepas positivas pgdhg 41 (64%) foram positivas para o fenbmeno de
Kanagawa. Outrossim, Devi, Surendran e Chakrab@®09) e Rodrigue®t al. (1993)
afirmam queV. parahaemolyticug o Unico vibrido que apresenta uma correlacae esoi
patogenicidade e a beta hemdlise de eritrocitosahosino Agar Wagatsuma, Fenémeno de
Kanagawa.

Em contrapartida, Ottaviaet al(2010) e Hongpingt al. (2011) ressaltam que os

genes de virulénciddh e trh, sdo dificeis de serem isolados de amostras atalsie: que
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apenas 0,3 a 3% dos isolados ambientais ndo patogésdo Kanagawa positivo. Essa
positividade ocorre por conta da existéncia de emegegulador denominadaxR que esta
presente nas cepas positivas para o fendmeno deyan (GOPAlet al, 2005)

Neste estudo somente uma cepa ndo foi confirmadaetigamente, como
pertencente a espéci¥. parahaemolyticus,entretanto essa mesma cepa apresentou
positividade para urease e para o gé&ite De acordo com Hongpingt al. (2011) ao
realizarem trabalho com amostras clinicas e andgrde Vibrio, 10 amostras foram
positivas para a urease. Os autores ressaltam guesanca de amostras positivas para a
reacdo de urease esta relacionada com a presegeaetdh, fato reforcado por Gopal et al.,
(2005) que afirmam a existéncia de uma correlapfie essa reacéo e a presenca do ghne

Contudo, Masinet al. (2007) demonstraram em trabalho realizado com @as0s
ambientais em um balneario na ltalia, que a pragldgiurease e o fendmeno de Kanagawa
sdo correlacionados com a presenca do ddnee a expressdo da toxina TDH évn
parahaemolyicuso mesmo nao acontecendo com outras espéchibiie.

Os genestdh e trh sdo conhecidos por fazerem parte do DNA de cepas
pandémicas conhecidas por serem capazes de efmalhd-ambiente (OTTAVIANEt al.,
2010). No presente estudo os isolados ambientas @lmatro estuérios analisados
apresentaram uma frequéncia elevada dos genessgairazdo, vale ressaltar que as cepas
gue possuem esses genes sdo um perigo potenaialé @iblica.

Diante do exposto, vale ressaltar guie parahaemolyticusem sido reportado
como um agente causador de gastrenterites e imfeqgddendo em alguns casos causar
septicemia. O consumo de alimentos marinhos contados faz com que eles sejam
implicados como a maior fonte de surtos alimentaf@EVI; SURENDRAN;
CHAKRABORTY, 2009).

5.6.2 Deteccao d¥. cholerae em agua e sedimento por PCR e multiplex PCR

Vibrio choleraetem sido caracterizado como uma bactéria que &ate pda
microbiota de animais que habitam a costa, oserias dguas estuarinas em diferentes areas
do mundo (FRAG/Aet al, 2007)

Na figura 12 se observa o perfil eletroforético tees;des de PCR e de multiplex

PCR das nove cepas classificadas genotipicamente Ydbrio cholerae.As cepas P1 e P2
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sdo, respectivamente, padrao O1 Classico 569BoeAaIOC 15.177. Apenas cinco cepas

foram confirmadas comd. cholerae

*M: marcador;B* Controle negativo (Branco).
Figura 12 — Perfil eletroforético da Polymerase Chain Reacti®CR) de nove cepas classificadas
genotipicamente com¥ibrio choleraecom os primers detectores do gebempW (304 pb) utilizado para
detectar espécie. As cepas P1 e P2 séo, respeetit@mpadrdo O1 Classico 569B e ndo O1 10C 15.177.

O fato de quatro cepas, das nove analisadas, m@&m teido confirmadas
genotipicamente pode ter sido um erro na idengoafenotipica, em etapa preliminar, uma
vez que, de acordo com Sharma e Chaturvedi (20@@néficacdo da espécie realizada pelo
geneompW mostra uma especificidade de 100% paraholerae

Segundo Goett al. (2010, 2007) o gen@mpWé especifico para espécies\te
cholerae,agindo como um controle interno da espécie e seseptga confirma a identificacao
bioquimica dos isolados suspeitos.

A figura 13 mostra o perfil eletroforético do PCRsdcepas identificadas como
Vibrio choleraecom os primers dos genes de virulénctaAB (536 pb) tcp (805 pb) rfbO1
(638 pb) e zot(947 pb) As cepas P1 e P2 séo respectivamente Ol Clas9¢&6ao O1
IOC 15.177. Nenhuma cepa estudada apresentou dgemwasliéncia.

Essa auséncia dos genes pela técnica de PCR étomhpgam os resultados
encontrados em estudo de cepas ambientaisvideo cholerae ndo-O1 isolado do
zooplancton da Baia de S&o Marcos/Sao Luis — MAsSIB(GONCALVES; LEAL; HOFER,
2004), no qual néo foi detectado os genes de toiigedectxA, zotou ace entre os 31

isolados.
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*M: marcador; **Bontrole negativo (Branco).
Figura 13 — Perfil eletroforético do PCR das cepas idertifas comd/ibrio cholerag(Vc) com osprimersdos
genes de virulénciactxAB (536 pb) tcp (805 pb) rfbO1 (638 pb) e zot(947 pb) As cepas P1 e P2 séo,
respectivamente, O1 Classico 569B e ndo O1 I0C715.1

Leal et al. (2008b) analisando bases aquaticas localizadasEstado de
Pernambuco, Brasil, observaram que cepasVdecholerae ndo-O1 e n&o-0139 néao
apresentaram 0s genexA, zote ace Somente uma amostra foi positiva para o gepA.
Diferentemente, Theophil@t al. (2006) verificando a distribuicdo dos marcadores d
viruléncia em cepas clinicas e ambientaisvdecholeraendo-O1 e ndo-0139 isolados no
Brasil de 1991 a 2000, encontraram o0 gete em uma de duas amostras ambientais
analisadas, enquanto os gemet acee tcp foram detectados nas amostras ambientais e nas
clinicas. Riverat al. (2001) também analisando isolados clinicos e amdigedeV. cholerae
01, ndo-0O1 e ndo-0139, coletados no Brasil, Pdrile € México, obtiveram cepas positivas
para os genesxAetcpl, e negativas patzot.

Outrossim, Caririet al. (2010) estudando isolados We choleraepotencialmente
virulentos e néo virulentos, detectou em sorogrO@6 a presenca de genes de viruléncia
derivados do fago CT¢ que normalmene é encontrado em associacdo comas cep
patogénicas, com isso os autores reforcam a hpdatesque esses genes podem ter sido
adquiridos através de transferéncia horizontal.

Por outro lado, Goett al. (2007) pesquisando amostras ambientais observaram
que em 56 amostras de agua coletadas de difefgméss na india, nove continham o gene
rfbO1,indicando que essas amostras pertenciam ao soco@rlip

Segundo Dryselius, Kurokawa e lida (2007) todaes®cies pertencentes ao

género Vibrio possuem dois cromossomog, cholerae particularmente, apresenta um
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cromossomo maior com 2.96Mb e outro menor com 1MTNEIDELBERGet al, 2000,
RASMUSSEN; JENSEN; SKOVGAARD, 2007). O maior croma®o0 (I) contem a maioria
dos genes necessarios para o crescimento e patiogele enquando alguns componentes
metabolicos essenciais e rotas regulatorias esté@semqes no cromossomo menor (Il)
(SCHOOLNIK; YILDIZ, 2000). A duplicidade dos elentes genéticos pode gerar resultados
falsos em estudo de deteccdo de genes baseadotragdexde DNA. E importante o
conhecimento da localizacdo (em qual cromossom®)gdaes-alvo a fim de evitar resultado
falso negativo através da otimizacdo de protoadéosxtracdo e amplificacéo.

Em contrapartida, Singlet al. (2001) afirmam que isolados dé cholerae
ambientais ndo apresentam a toxina TCP, responpavelm dos fatores de patogenicidade
de cepas toxigénicas pertencentes ao sorogrupo@B@. Concordando com as afirmacdes
acima, Reen e Boyd (2005) reforcam que a preserga gknesctx e tcp sao
predominantemente isolados de sorogrupos O1 e 0139.

Noriega-Orozcoet al. (2007) afirmam que alguns estudos genotipicos tém
mostrado que/. cholerae, V. vulnificug V. alginolyticusndo expressam seus fatores de
viruléncia nos ambientes naturais.

Das cinco cepas identificadas comocholeragtrés foram isoladas das dguas dos
estuarios dos rios Pacoti, Chor6 e Jaguaribeaqatiflo as afirmacdes de Leslal. (2008b)
de que os componentes especificos de bases agudttiean como reservatorio para o vibridao
colérico, em razdo dessa bactéria formar associegdo detritos organicos particulados e
com a flora e a fauna aquatica.

Apesar das cepas dé choleraendo-O1 e ndo-0O139 isoladas das amostras de
agua e sedimento dos quatro estuarios analisadostem@m apresentado os genes de
viruléncia, existem evidéncias de guecholeraendo-O1 e ndo-0139, mesmo nao contendo,
em seus DNASs, os genes de viruléncia sdo capazesudar diarréias semelhantes a colera
(JAGADEESHANZet al, 2009). Além disso, existe a possibilidade de mpeas cepas d€.
cholerae com potencial emergente possam vir a surgir nardu{CARIRI et al., 2010,
RIVERA et al, 2001), recebendo genes de viruléncia atravésamasferéncias laterais ou
horizontais, mediadas por transposon, ilhas degpatoidade e outros elementos genéticos
moveis, fornecidos por outros patégenos bacteriginbsL et al.,2008b, Theophileet al.,
2006). Fato j4 observado em ambientes marinhos, esp@cies dev. choleraee V.
parahaemolyticu§MASINI et al, 2007), podendo se tornar em um potencial rissatdale

publica.
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CONCLUSOES

Baseado nas analises realizadas nos quatro estlgoadizados no Estado do

Ceara foi possivel constatar que:

1. As quantidades de coliformes totais e termotolesanbdo influenciaram na
comunidade d¥ibrio existente nos quatro rios analisados.

2. A temperatura e a salinidade foram os parametrdsesmais que mais influenciaram
no isolamento das cepas pertencentes as difeespésies d¥ibrio.

3. Foram identificadas 19 espécies pertencentes agr@gibrio, evidenciando que os
estuarios dos rios analisados apresentam um elenvadero de espécies identificadas.
As espécies mais recorrentes foramparahaemolyticu7) eV. alginolyticus(33).

4. O antibiograma das cepas isoladas mostrou uma delexesisténcia a penicilina
(83,2%) e a ampicilina (50,7%).

5. Foram encontradas elevadas positividades paratesgiais fatores de viruléncia nas
cepas pertencentes as espéciegibdeo patdgenas a humanos

6. As cepas (98%) d¥. parahaemolyticusaracterizadas fenotipicamente por chave de
identificacdo foram confirmadas por testes moleesla e confirmaram a
confiabilidade da chave descrita por Noguerolaaméh (2008).

7. Todos os isolados dé. choleraeforam negativos para os sorogrupos Ol e 0139 e

desprovidos dos genes de viruléncia.
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