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RESUMO

A prospeccao de agentes antibacterianos pode fornecer alternativa terapéutica para epizootias
de etiologia bacteriana que representam risco para o desenvolvimento de atividades aqiiicolas.
Considerando essa assertiva, o presente estudo teve como objetivo a avaliagdo da bioatividade
in vitro de extratos de sementes de Moringa oleifera contra vibrios isolados da hemolinfa do
camardo Litopenaeus vannamei. Como critérios de sele¢do para os testes de atividade
antibacteriana, foram determinados perfis relacionados a resisténcia a antimicrobianos e a
expressdo de exoenzimas associadas a fatores virulentos. Foram isoladas e identificadas
fenotipicamente 100 cepas de Vibrio, verificando-se predominancia das espécies de V.
navarrensis (53%), V. brasiliensis (15%) e V. parahaemolyticus (10%). Todas as cepas
testadas (n = 100) foram capazes de expressar pelo menos uma exoenzima. As atividades
fosfolipolitica e lipolitica foram verificadas em 94% e 58% das cepas, respectivamente. Trinta
e oito estirpes produziram B-hemolise em sangue de ovelha. A habilidade em hidrolisar
caseina, gelatina e elastina foi observada em 96%, 80% e 35% dos vibrios, respectivamente.
O perfil fenotipico de susceptibilidade a antimicrobianos revelou um elevado indice de
resisténcia (75%). Foram observados perfis de monoresisténcia (n = 42), resisténcia cruzada a
B-lactamicos (n = 20) e multiresisténcia (n = 13). No que se refere a atividade antibacteriana,
os extratos obtidos por extragdo com etanol a frio (MOS-E) e a quente (MOS-ES) mostram-se
bioativos contra 92% e 90% das cepas testadas, respectivamente. A Concentrac¢do Inibitoria
Mimima (CIM) de MOS-E e MOS-ES mais eficiente contra o maior percentual de estirpes foi
ade 32 ug mL". A triagem bioguiada de compostos bioativos revelou que a fragdo acetato de
etila de ambos os extratos foi a Unica que apresentou atividade antibacteriana. A partir do
fracionamento cromatografico da fragdo supracitada, isolaram-se as substancias vibriocidas

niazirina e niazimicina.

Palavras-chave: Vibrio. Hemolinfa do Litopenaeus vannamei. Moringa oleifera. Compostos

vibriocidas.



ABSTRACT

The search for antibacterial agents may provide alternative therapy for outbreaks of bacterial
etiology that represents a risk to the development of aquaculture activities. Thus, the research
aimed to evaluate the in vitro bioactivity of the Moringa oleifera seeds extracts against
isolated vibrios from the Litopenaeus vannamei hemolymph. The profiles related to antibiotic
resistance and exoenzyme expression associated to virulence factors were determined as
criteria for antibacterial activity assays. One hundred strains of Vibrio were isolated and
phenotypically identified, with the predominance of V. navarrensis (53%), V. brasiliensis
(15%) and V. parahaemolyticus (10%). The expression of at least one exoenzyme was
detected in all isolates (n = 100). It was found a percentage of phospholipase and lipase
positive strains of 94 and 58%, respectively. Thirty-eight strains produced B-hemolysis on
sheep blood. The ability to hydrolyze casein, gelatin and elastin was observed in 96%, 80%
and 35% of vibrios, respectively. It was observed a high antibiotic resistance index (75%),
with following phenotypic profiles: monoresistance (n = 42), cross-resistance to -lactams (n
= 20) and multiple resistance (n = 13). The antibacterial activity tests indicated bioactivity
from the MOS-E and MOS-ES against 92% and 90% of strains tested, respectively. The
Minimum Inhibitory Concentration (MIC) of MOS and MOS-E-ES able to inhibit the growth
of most strains was of 32 pg mL™". The screening of bioactive compounds revealed that only a
fraction of ethyl acetate from both extracts demonstrated antibacterial effect, which made

possible the isolation of the vibriocidal substances niazirine and niazimicine.

Keywords: Vibrio. Litopenaeus vannamei hemolymph. Moringa oleifera. Vibriocidal

compounds.
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1. INTRODUCAO

O estudo de fanerdgamas direcionado para triagem de bioatividade frente a
bactérias que representam risco para atividades aquicolas pode constituir uma alternativa para
o emprego de antimicrobianos no cultivo de camardo (RANDRIANARIVELO et al., 2010).
Dessa forma, a prospec¢ao de novos agentes antimicrobianos € justificada, uma vez que o uso
inadequado de farmacos antibacterianos na aquicultura vem sendo associado a impactos
ambientais negativos: selecdo de populagdes bacterianas resistentes a drogas (ZHANG; LI;
SUN, 2011; REBOUCAS et al., 2011; VIEIRA et al., 2010; UYAGUARI et al., 2009) ¢
contaminagdo de ecossistemas adjacentes aos viveiros de cultivo (THUY; NGA; LOAN;
2011). Somam-se a isso, possiveis restricdes a importagdes de camardo devido a presenca de
residuos de antibidticos em seus tecidos (DANG et al., 2010), ¢ o comprometimento da
seguranca alimentar (GRASLUND; HOLMSTROM; WAHLSTROM, 2003).

As enfermidades em camarao cultivado podem ser desencadeadas por fatores de
ordem fisica, quimica ou bioldgica e o contato com estes agentes invariavelmente resultard na
reducdo efetiva da resisténcia imunoldgica dos animais, aumentando assim a presenca de
patogenos oportunistas e a incidéncia e/ou severidade de patologias (BROCK; MAIN, 1994).
Para Lightner ¢ Redman (1998), o equilibrio dos ambientes cultivados envolve a estreita
relacdo entre a degradacdo das condic¢des do sistema de cultivo e a diminui¢do da resisténcia
imunolégica provocada pelo estresse, que concorre para o aumento no risco do surgimento de
enfermidades provocadas por bactérias.

Segundo Aguirre-Guzman, Vazquez-Juarez e Ascencio (2001), a rapida expansao
do cultivo de camardes peneideos vem sendo ameagada por doencgas bacterianas provocadas
pelo género Vibrio, que afetam a sua sobrevivéncia e crescimento. Esses microrganismos
oportunistas fazem parte da microbiota normal dos peneideos, provocando doengas quando
condi¢des ambientais desfavoraveis se estabelecem no sistema de cultivo.

Os vibrios geram efeitos especificos nos peneideos, incluindo mortalidade, lesdes
nos tecidos ou necrose, retardo no crescimento, degradagdo de tecidos, comprometimento das
metamorfoses larvais, entre outros. As principais espécies reportadas como causadoras de
infeccdes nos camardes de cultivo sao: Vibrio parahaemolyticus, V. wvulnificus, V.
alginolyticus, V. campbellii, V. penaeicida, V. splendidus, V. damsela e V. harveyi
(AGUIRRE-GUZMAN; VAZQUEZ-JUAREZ; ASCENCIO, 2002).

Para Mendes et al. (2005) os sintomas de vibriose em camardo cultivado so

diferenciados de acordo com seu estagio de desenvolvimento. Na fase de engorda pode ser
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observada desorientacdo (natacao lenta), hemolinfa turva com tempo de coagulagdo alterado,
aglomeracdo nas margens do viveiro atraindo aves, opacidade na musculatura, coloragdo
avermelhada dos apéndices, flexdo do terceiro apéndice abdominal, melanizacdo nas
branquias, cuticulas e apéndices, além de anorexia e apatia. Quando na larvicultura,
observam-se: alimentagdo reduzida, auséncia de filamentos fecais, atraso da muda,
colonizagdo bacteriana em diferentes regides (cuticula, apéndices, hepatopancreas e intestino),
infeccdo entérica ou sistémica, destruicdo das células epiteliais do hepatopancreas e intestino
médio, conseqiientemente, aumento no tempo da larvicultura e redug¢do da sobrevivéncia.

O desequilibrio ambiental associado a proliferagdo de vibrios portadores de
mecanismos de viruléncia tem sido a causa de epizootias registradas nas ultimas décadas na
carcinicultura. Prayitno e Latchford (1995) relatam uma epizootia provocada por Vibrio no
ano de 1991 em Java, que provocou uma perda estimada em mais de 85 milhdes de dolares.

A ocorréncia de vibrios com fatores de viruléncia na carcinicultura vem sendo
relatada em estudos realizados em diferentes paises (LEE et al., 1996; GOARANT et al.,
2000; JAYASREE; JANAKIRAM; MADHAVI, 2006). Soma-se a isso a capacidade de
transferéncia de genes de viruléncia entre espécies de Vibrio, o que pode concorrer para
aquisi¢ao de fatores de patogenicidade entre bactérias autoctones de ambientes de cultivo.
Nesse contexto, Sechi et al. (2000) observaram a distribui¢do do gene de viruléncia toxR e da
ilha de patogenicidade (vpi) da espécie V. cholerae em cepas de V. alginolyticus, V.
parahaemolyticus e V. cholerae nao O1 isoladas de amostras de aguas marinhas na Italia.

No cultivo de camardo, além da presenca de bactérias potencialmente patogénicas,
outro fator que pode concorrer para o agravamento de quadros de epizotias bacterianas ¢ a
selecdo de microrganismos resistentes a antimicrobianos. Ainda nesse sentido, para Cabello
(2006), o uso de farmacos antibacterianos como medida profilatica na aquicultura favorece a
selecdo de bactérias resistentes no ambiente de cultivo e aumenta o risco de transferéncia de
genes de resisténcia a patdgenos humanos e de animais terrestres.

A caracterizacdo fenotipica de resisténcia a antimicrobianos em vibrios isolados
de ambientes de cultivo de peneideos ndo ¢ um fato inusitado (BHATTACHARYA;
CHOUDHRY; KUMAR, 2000; ROQUE et al, 2001; THAKUR; VAIDYA;
SURYAWANSHI, 2003) e parece representar risco para viabilidade desse tipo de atividade
aquicola (VASEEHARAN; RAFFIQ HUSSIAN; CHEN, 2008).

Diante do exposto, a deteccao de atividades antibacterianas em vegetais superiores
contra vibrios portadores de perfil virulento e resistentes a antimicrobianos merece destaque.

Dessa forma, a capacidade vibriocida da angiosperma Moringa oleifera foi investigada devido
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a sua elevada atividade medicinal (ANWAR et al., 2007) ¢ ampla distribui¢do no Nordeste do
Brasil (LORENZI; MATOS, 2002).

O efeito antimicrobiano da moringa vem sendo pesquisado desde a década de
1950 e parece estar relacionado a componentes especificos, que incluem 4-(4'-O-acetil-a-L-
ramnopiranosiloxi) benzil isotiocianato, 4-(a-L-ramnopiranosiloxi) benzil isotiocianato,
niazimicina, pterigospermina, benzil isotiocianato e 4-(a-L- ramnopiranosiloxi) benzil
glucosinolato. Adicionalmente, a moringa também ¢ rica em vitaminas, minerais e
fitoquimicos carotendides (p-caroteno) (FAHEY, 2005).

A despeito da extensa evidéncia cientifica sobre a bioatividade de moringa contra
bactérias (SUAREZ et al., 2003; SUAREZ et al., 2005), estudos sobre os seus efeitos contra
vibrios que ameagam a viabilidade da carcinicultura sdo incipientes.

Considerando a assertiva supracitada, o presente estudo teve como objetivo
precipuo a pesquisa de bioatividade dos extratos de moringa frente a estirpes de Vibrio,
portadoras de fatores de viruléncia e resistentes a antimicrobianos, isoladas da hemolinfa do
camardo cultivado Litopenaeus vannamei. Como objetivos especificos, citam-se: (1)
determina¢do do Numero Mais Provavel de Vibrio em amostras de hemolinfa do L. vannamei;
(2) isolamento ¢ identificagdo de cepas de Vibrio da hemolinfa; (3) detecgdo de fatores de
viruléncia nos vibrios identificados; (4) determinacdo do perfil fenotipico de resisténcia a
antimicrobianos dos isolados de Vibrio; (5) pesquisa do tipo de mediagdo da resisténcia aos
farmacos antibacterianos; (6) obtencdo de extratos de sementes de Moringa oleifera; (7)
verificagdo da suscetibilidade dos vibrios (com fatores de viruléncia e/ou resisténcia a
antimicrobianos) aos extratos de moringa, através do teste de Difusdo em Disco e da
determina¢do da Concentragdo Inibitéria Minima; (8) isolamento e caracterizagdo quimica do

principio ativo vibriocida.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Vibrio

Pertencem ao género Vibrio bacilos Gram-negativos medindo entre 0,5 a 0,8um
de didmetro e 1,4 a 2,4um de comprimento, geralmente curvos € moveis, anaerobios
facultativos, ndo produtores de esporos e oxidase-positivos. Todas as espécies utilizam D-
glicose, com ou sem producao de gés, como principal fonte de carbono, e geralmente os sais
de amoénio constituem a sua principal fonte de nitrogénio. O crescimento da maioria dos
vibrios ¢ estimulado pela presenca de ions sédio (MURRAY et al., 1999; RIPABELLI et al.,
1999). Citam-se as espécies V. aerogenes, V. gazogenes, V. metschnikovii, V. rhizosphaerae e
V. ruber como oxidase-negativas, e V. anguillarum, V. cholerae, V. hepatanus, V. hispanicus,
V. metschnikovii, V. mimicus e V. navarrensis como espécies capazes de crescer na auséncia
de sodio (NOGUEROLA; BLANCH, 2008).

Além da concentragdo de soédio, outros fatores sdo determinantes para a
sobrevivéncia dos vibrios, destacando-se a temperatura e potencial hidrogenionico (pH). No
que tange a temperatura, a maioria das espécies ¢ classificada como mesoéfila e tende a
proliferar-se em aguas costeiras tropicais. Segundo Hervio-Heath et al. (2002), o intervalo
entre 20 e 30°C corresponde ao 6timo para o desenvolvimento dos vibrios, abaixo de 20°C a
densidade ¢ diminuida e a 10°C ocorre o desaparecimento na coluna d’agua. Por outro lado,
existem poucas espécies como V. logei, V. wodanis e V. salmonicida, que sdo adaptadas a
ambientes temperados e possuem a habilidade de crescer a 4°C, pertencendo ao grupo dos
vibrios psicrofilos (URAKAWA; KITA-TSUKAMOTO; OHWADA, 1999). Com relacao ao
pH, todas as espécies sdo sensiveis a acidez, possuindo capacidade de crescer em meios
neutros ou alcalinos (pH até 9,0), com o 6timo de desenvolvimento em uma faixa de 8 a 8,8
(IGBINOSA; OKOH, 2008).

Ainda como caracteristicas metabolicas do género Vibrio, Maugeri, Caccamo ¢
Gugliandolo (2000) afirmam que esse grupo possui uma ampla versatilidade nutricional, e
destacam que algumas espécies sdo capazes de crescer em mais de 150 diferentes tipos de
compostos organicos, se equiparando a versatilidade metabolica do género Pseudomonas.

No que concerne ao habitat, os vibrios sdo ubiquos de ambientes marinhos e
estuarinos, sendo amplamente distribuidos e podendo ocorrer na coluna d’agua (BAIZABAL-
RAMIREZ et al., 2011), coluna d’4gua de ambientes marinhos anoxicos (GARCIA-AMADO
et al., 2011), sedimentos (XU et al., 2009), associados ao zooplancton (KIRSCHNER et al.,
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2011), a espécies de peixes (FERNANDEZ; AVENDANOS-HERRERA, 2009; SILVA-
RUBIO et al., 2008), e de invertebrados marinhos, como camardes (LI et al., 2007; SELVIN;
LIPTON, 2003; VIEIRA et al., 2000), ostras (VIEIRA et al., 2011; LEE et al., 2008;
PARVEEN et al., 2008; DEEPANJALI et al., 2005) e mexilhdes (ROJAS et al., 2011).

O papel ecoldgico dos vibrios ndo esta completamente elucidado. E sabido que
essas bactérias sdo importantes na decomposicdo da matéria organica através de vias
fermentativas, levando a formagdo de pequenas moléculas organicas, como lactato, butirato,
propionato, acetato, formiato, H, e CO,. Por outro lado, esses compostos representam os
principais substratos para a reduc¢do de sulfato e sdo usados, em parte, para a formagdo de
metano (URAKAWA; RIVERA, 2006).

Nos ultimos anos, a taxonomia do género Vibrio vem sofrendo uma série de
mudangas que incluem descricdo de espécies novas (Tabela 1) e reclassificagio (PASCUAL
et al., 2009). Essas mudangas coincidem com o advento de diferentes métodos de biologia
molecular utilizados para fins de identificagdo de espécies bacterianas, tais como PCR,
multiplex PCR, nested PCR, real-time PCR, multiplex real-time PCR, PCR-DGGE e
seminested RT-PCR (NISHIBUCHI, 2006).

Tabela 1 — Algumas espécies de Vibrio descritas nos anos de 2009, 2010 ¢ 2011.

Espécie Origem Fonte
V. jasicida Lagosta, haliote e salmao Yoshizawa et al., 2011
V. atlanticus e V. artabrorum Améijoas Diéguez et al., 2011
V. stylophorae Corais Sheu et al., 2011
V. communis Corais, zoantideos e camarao Chimetto et al., 2011
V. marisflavi Agua do mar (China) Wang et al., 2011
V. atypicus Camarao marinho Wang et al., 2010
V. owenssii Lagosta e camardo marinho Cano-Goméz et al., 2010
V. hippocampi Peixe marinho Balcazar; Pintado; Planas, 2010
V. sagamiensis Agua do mar (Japdo) Yoshizawa et al., 2010
V. hangzhouensis Sedimento marinho (China) Xu et al., 2009
V. breoganii Améijoas Beaz-Hidalgo et al., 2009a
V. gallaecicus Améijoas Beaz-Hidalgo et al., 2009b

V. azureu Agua do mar (Japao) Yoshizawa et al, 2009
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Ainda nesse sentido, Noguerola e Blanch (2008) destacam que a taxonomia do
género Vibrio é extremamente diversa. Os autores reconhecem que a identificagdo fenotipica
ao nivel de espécie vem se tornando uma tarefa cada vez mais complexa devido a rapida
classificagdo de novas espécies, bem como a discrepancia sobre o emprego de determinados
testes bioquimicos especificos.

No inicio da década de 2000, o género Vibrio possuia 74 espécies distribuidas em
quatro familias: Enterovibrionaceae, Photobacteriaceae, Salinivibrionaceae, e Vibrionaceae.
Dois novos géneros Enterovibrio norvegicus e Grimontia hollisae, e vinte novas espécies
foram descritas, a saber: Enterovibrio coralii, Photobacterium eurosenbergii, V. brasiliensis,
V. chagasii, V. coralliillyticus, V. crassostreae, V. fortis, V. gallicus, V. hepatarius, V.
hispanicus, V. kanaloaei, V. neonatus, V. neptunius, V. pomeroyi, V. pacinii, V. rotiferianus,
V. superstes, V. tasmaniensis, V. ezurae e V. xuii (THOMPSON; IIDA; SWINGS, 2004). De
acordo com Okada et al. (2010), mais de 100 espécies de Vibrio ja foram descritas. Por outro
lado, atualmente ha 81 espécies catalogadas na Cole¢do Germanica de Microrganismos €
Culturas de Células (DSMZ, 2011), considerando culturas pertencentes aos géneros Vibrio,
Allivibrio, Desulfovibrio Enterovibrio, Grimontia e Listonella.

A despeito das recentes publicagdes, as espécies mais pesquisadas sdo as que
provocam doengas em humanos e animais aquaticos. Nesse sentido, destaca-se V. cholerae
pertencente ao sorogrupo O1 ou 0139, que provoca a colera (CHARLES; RYAN, 2011) e
pode ser encontrado em aguas marinhas, estuarinas e dulcicolas, na superficie e contetido
intestinal de vertebrados e invertebrados (CAMPOS, 2005).

As espécies de V. parahaemolyticus e V. vulnificus sao frequentemente isoladas
de invertebrados marinhos e relacionadas a infec¢ao alimentar. Esses vibrios sdo classificados
como invasores e atuam principalmente na regido do intestino grosso conhecida como colon.
Por outro lado, o V. cholerae ¢é tido como nao-invasivo, afetando o intestino delgado através
da secrecao de enterotoxina (IGBINOSA; OKOH, 2008).

Além das espécies supracitadas, ja foram citadas como agentes etiologicos de
doencas em humanos: V. mimicus (OKADA et al., 2010), V. fluvialis (CHOWDHURY et al.,
2011), Grimontia (Vibrio) hollisae (EDOUARD et al., 2009), V. alginolyticus
(CACCAMESE; RASTEGAR, 1999), V. harveyi (=V. carchariae), V. furnissii e V.
metschnikovii (AUSTIN, 2010).

Viérios vibrios encontram-se associados a doengas em animais aquaticos. De
acordo com Hernandez-Lopez, Guzman-Murillo e Vargas-Albores (1995), doencas

provocadas por vibrios representam uma ameaca para o cultivo de peixes e invertebrados
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marinhos. Nesse sentido, para a carcinicultura, Aguirre-Guzman, Vazquez-Juarez e Ascencio
(2002) destacam que os vibrios fazem parte da microbiota autéctone dos organismos e do
meio ambiente marinhos e representam, portanto, uma fonte constante de possiveis infec¢des
para o camarao.

As espécies de V. anguillarum, Vibrio tubiashii, V. splendidus e V.
nigripulchritudo foram reportadas como agentes etiologicos de vibrioses em peixes (OISSON
et al., 1996), larvas de moluscos bivalves (HASEGAWA et al., 2008), coral (HALL-
SPENCER; PIKE; MUNN, 2007) e camarao (REYNAUD et al., 2008), respectivamente.

2.2 Fatores de viruléncia em Vibrio

Fatores de viruléncia sdo estruturas, produtos ou estratégias que contribuem para
aumentar a capacidade bacteriana de provocar infec¢do, e possuem duas vias de atuagdo, a
saber: coloniza¢do ou lesdo do organismo. Os fatores envolvidos com a colonizagdo incluem
adesdo e invasdo, enquanto os relacionados com lesdo abrangem as endo e exotoxinas
(SIRCILLI; TRABULSI, 2008).

Nos ultimos anos, os avangos da biologia molecular permitiram um maior
entendimento a respeito da patogenicidade bacteriana. O uso de técnicas que abordam o
genoma total de um organismo tem evidenciado que a sequéncia gendmica de uma amostra
bacteriana nao representa totalmente os outros membros de sua espécie (BUERIS, 2005).
Segundo o mesmo autor, o genoma bacteriano ¢ constituido por cerne génico, que seria o
conjunto minimo de genes que ¢ compartilhado pela grande maioria das bactérias, e um
conjunto flexivel de genes, constituido basicamente por elementos genéticos mdveis como
plasmidios, transposons, bacteriofagos e ilhas genomicas. A presenca de fatores de viruléncia
em bactérias patogénicas ¢ fortemente associada a esses elementos, tanto em espécies Gram-
negativas quanto em Gram-positivas.

Estudos sobre fatores de viruléncia em vibrios sdo direcionados principalmente
para as espécies que provocam doengas em humanos (HIGGINS et al., 2007) e/ou
representam risco para atividades aqiiicolas (GOARANT et al., 1999).

Dentre as espécies associadas a doencas em humanos, as que mais se destacam
sdo V. parahaemolyticus e V. cholerae. Pesquisas recentes indicam a ocorréncia de fatores de
viruléncia em estirpes das espécies supracitadas isoladas de ambiente (GUGLIANDOLO et
al., 2005; MENEZES, 2011) e alimentos de origem marinha (WONG et al., 1999).
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Em V. parahaemolyticus, o fendmeno Kanagawa (K+) e o fenotipo urease
positivo sdo considerados os principais indicadores de patogenicidade. O fenomeno K+
parece ser induzido pela hemolisina termoestavel direta (TDH), que por sua vez ¢ codificada
pelo gene tdh (ROBERT-PILOT et al., 2004). Por outro lado, a presenga da enzima urease
geralmente ¢ associada a ocorréncia do gene trh, que codifica a “TDH-related hemolysin”.
Suthienkul et al. (1996) observaram a existéncia de relagdo entre a produgdo de urease € o
gene que codifica para TRH, sugerindo que a produgdo dessa enzima pode ser utilizada como
indicador de viruléncia.

A assertiva de que as cepas que induzem a reagdo de beta hemolise nas hemacias
humanas (K+) sdo isoladas apenas de amostras clinicas, enquanto nas amostras ambientais
ocorrem cepas Kanagawa negativas (K-) vem sendo questionada. Para Lozano-Léon et al.
(2003), mais de 90% dos isolados clinicos de V. parahaemolyticus e de 1 a 3% dos ambientais
sdo K+. Outrossim, Menezes (2011) isolou estirpes de V. parahaemolyticus K+ de amostras
de dgua e sedimento de estudrios no Estado do Ceara. Além disso, segundo Honda, Lapuebla
e Ni (1991), algumas cepas K- sdo capazes de provocar infec¢do gastroentérica em humanos,
indicando a possibilidade da existéncia de mais de um fator de viruléncia incriminado no
desencadeamento da infeccao.

A fim de investigar V. parahaemolyticus potencialmente patogénicos em
mexilhdes, Terzi, Biiyiiktanir e Yurdusev (2009) pesquisaram a ocorréncia dos genes tdh e
trh. Outrossim, DePaola et al. (2003) utilizaram a deteccdo dos genes tdh, trh e tlh
(hemolisina termolabel direta) e a producdo de urease como parametros para caracterizagdo de
viruléncia em estirpes de V. parahaemolyticus oriundas de amostras clinicas, ambientais e de
alimentos da América do Norte e Asia.

Sobre V. cholerae, Campos (2005) afirma que essa espécie é capaz de produzir
varios fatores de viruléncia, entretanto, a capacidade de provocar codlera depende,
principalmente, da expressdo da toxina colérica ¢ do pilus TCP. Além da toxina colérica,
relata-se a produgdo das toxinas Zot (toxina da zona ocludens), Ace (enterotoxina acessoria da
colera), Rtx (repeat in toxin), Hly (hemolisina) e protease (mucinase), as quais nao parecem
participar da patogénese da célera, mas apresentam atividade diarreiogénica em modelos
experimentais e sao toxicas para diferentes tipos de células cultivadas.

Gongalves et al. (2004) utilizaram a deteccdo dos genes de viruléncia CtxA
(enterotoxina da colera), ace e zot como indicadora de patogenicidade em isolados de V.
cholerae ndao O1 provenientes de amostras de fitoplancton. Por outro lado, Dalsgaard et al.

(1996) empregaram como marcadores de viruléncia a pesquisa plasmideos e genes que
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codificassem para toxina colérica e para enterotoxina térmica estavel (NAG-ST) em cepas de
V. cholerae isoladas de camardo importado da Dinamarca.

Outra espécie que se destaca como causadora de infecgdes em humanos € V.
vulnificus. De acordo com Huss, Ababouch ¢ Gram (2004), a produg¢do de uma citotoxina
extracelular e uma série de enzimas hidroliticas é responsavel pela rapida degradagdo do
tecido muscular durante a infec¢do extra-intestinal. Os autores sugerem que a presenca da
capsula de polissacarideo ¢ essencial para provocar o processo infeccioso e afirmam que trés
diferentes biotipos de V. vulnificus foram identificados, sendo que aproximadamente 85% das
cepas isoladas de amostras clinicas pertencem ao biotipo 1, enquanto o biotipo 2 provoca
infeccdes em enguias e o biotipo 3, identificado recentemente, estd associado com bacteremia
veiculada a alimentos de origem marinha.

Citam-se a presenca de algumas isoenzimas, tais como elastase, gelatinase,
colagenase, DNAse, condroitinase, lecitinase, amilase e quitinase, como fatores de viruléncias
em vibrios (RODRIGUES et al., 1993). A ocorréncia de algumas dessas enzimas foi
reportada por Lafisca et al. (2008), que realizaram caracteriza¢ao enzimatica em cepas de V.
alginolyticus isoladas de bivalves e detectaram elastase, colagenase e condroitinase. Os
mesmos autores destacaram que essas enzimas podem ser consideradas um dos principais
fatores de viruléncia da espécie pesquisada, principalmente em casos de infecgdes
dermatoldgica humana.

Uma das principais espécies reportada como patogénica no cultivo de organismos
aquaticos ¢ o V. harveyi. Apesar desse reconhecimento e de muitos estudos terem sido
realizados, o seu mecanismo de viruléncia ainda nao foi completamente esclarecido
(OWENS; BUSICO-SALCEDO, 2006). Para Manefield et al. (2000), a viruléncia do V.
harveyi esta associada a presenga de produtos extracelulares (ECPs) que sdo sintetizados
durante a fase de crescimento exponencial e possuem uma seqiiéncia de aminoacidos similar a
proteinas associadas a viruléncia de Salmonella, Bacillus ¢ Shigella. Liu et al. (1996) citam a
producdo de proteases, fosfolipase, hemolisina e exotoxinas como importantes mecanismos de
patogenicidade desse vibrio. Soma-se a isso a producdo de aproximadamente 10 tipos
diferentes de quitinase, que sdo sintetizadas separadamente para aumentar a eficiéncia na
hidrolise das diferentes formas de quitina e seus subprodutos encontrados no ambiente
marinho (SVITIL et al., 1997).

Os fatores de viruléncia presentes em V. alginolyticus, V. anguillarum e V.
penaeicida também merecem destaque na aquicultura. Em V. alginolyticus e V. penaeicida

esses fatores foram relacionados especificamente com os efeitos toxicos de EPCs (SELVIN;



26

LIPTON, 2003; GOARANT et al., 2000). Na espécie de V. anguillarum, um flagelo
constituido de flagelina A, trés flagelinas adicionais (FlaB, -C e —D) e um possivel gene que
codifica para FlaE foi indicado como importante fator de viruléncia (MCGEE; HORSTEDT;
MILTON, 1996). Crosa, Actis e Tolmaski (2006) destacam que V. anguillarum possui
habilidade para produzir diversos indicadores de patogenicidade, permitindo que esse
microrganismo colonize e persista no hospedeiro. Os autores apontam os genes tOXR e tOxS,
que codificam proteinas similares as ToxR e ToxS produzidas por V. cholerae como
importantes vias de patogenicidade, além de uma OMP (proteina da membrana externa) com

38-kDa idéntica a OmpU também produzida por V. cholerae.

2.3 Vibrio com fatores de viruléncia no cultivo de camario

Song, Cheng e Wang (1993) em estudo sobre o isolamento e caracterizagdo de V.
damsela na carcinicultura sugeriram que essa espécie fosse considerada um dos agentes
etiologicos envolvidos na mortalidade de camardes cultivados sob condi¢des de estresse. Os
autores observaram que uma dose infectante de 10° células foi capaz de produzir
hepatopancreatite e morte. Além disso, os isolados mostraram atividade hemolitica contra
eritrocitos de carneiro, bem como presenca do pili (responsdvel pela colonizagdo),
caracteristicas que podem ter concorrido para a viruléncia detectada na pesquisa.

Liu et al. (2004) investigaram e confirmaram a viruléncia de cepas de V.
alginolyticus isoladas de camardes doentes com sintomas que incluiam anorexia, musculatura
opaca e esbranquicada, retardo no crescimento e coloragdo vermelha nas antenas, urdpodos e
telson. A dose letal média LDs, foi estimada em 3 x 10° Unidades Formadoras de Coldnias
(UFC) por camario ou 6,6 x 10* UFC por peso corporal.

Fatores de viruléncia em V. alginolyticus oriundos de camardes cultivados
também foram relatados por Lee et al. (1996). Os autores afirmaram que a bactéria e suas
ECPs mostraram-se letais para as espécies de Penaeus monodon e P. japonicus, com valores
de LDs, de 1,13 x 10° UFC g, 2,46 x 10° UFC g, e 0,23, 0,63 pg" de proteina por peso
corporal, respectivamente.

Goarant et al. (2000) avaliaram a atividade toxica das EPCs de V. alginolyticus, V.
penaeicida e V. nigripulchritudo patoégenos para camardo, através de injegdes in vivo em
camardes juvenis da espécie L. stylirostris e ensaios in vitro com culturas de células primarias

de camardo e a linha de células de peixes EPC (epithelioma papulosum cyprini). Os resultados
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demonstraram que as EPCs dos vibrios testados foram tdxicas nos ensaios in vivo e in vitro
para o camardo, ndo sendo observadas atividades nos ensaios in vitro com células de peixes.

Jayasree, Janakiram e Madhavi (2006) realizaram estudo de patogenicidade em V.
harveyi, V. alginolyticus e V. parahaemolyticus isolados de camardes com sintomas de
infec¢do bacteriana, e revelaram diferengas significativas na viruléncia entre as espécies. A
espécie mais virulenta foi a de V. harveyi com uma LDs; de 1 x 10°UFC g em 48h, seguida
de V. parahaemolyticus com LDs de 1,5 x 10*a 3 x 10°UFC g™

O aumento da viruléncia em estirpes V. harveyi, provenientes do cultivo de
camaroes, lisogenizadas pelo bacteriofago Siphoviridae (VHS1) foi demonstrado por
Intaraprasong et al. (2009). De acordo com os autores, em alguns casos a mortalidade
provocada por V. harveyi resulta de ECPs como proteases, fosfolipases, hemolisinas e
citotoxinas que sdo codificadas por genes de bacteridofagos especificos integrados ao
cromossomo bacteriano, esse fendmeno de aquisicdo de viruléncia por intervengdo de
bacteridagos ¢ conhecido como conversao lisogénica. Os mesmos autores verificaram que os
extratos brutos de EPCs de culturas lisogenizadas provocaram uma ripida e elevada
mortalidade no camardo tigre P. monodon.

A presenca de vibrios patogénicos também vem sendo referida no ambiente de
cultivo (agua e sedimento) de camardes da espécie Litopenaeus vannamei. Noriega-Orozco et
al. (2007) revelaram a existéncia de cepas de V. parahaemolyticus tdh positivas em viveiros
de cultivo do L. vannamei localizados em Sonora, México.

Gopal et al. (2005) relataram a presenga dos genes de toxigenicidade tdh e trh em
V. parahaemolyticus isolados da hemolinfa do L. vannamei ¢ do sedimento do viveiro
provenientes de fazendas de carcinicultura na India. Os autores alertaram para a presenca
desses genes em condigdes de cultivo, uma vez que podem acarretar risco potencial para a
saide dos consumidores. Saravanan et al. (2007) detectaram a presenga dos genes tOxR,

OmpU e hlyA em cepas de V. cholerae isolados de camardo proveniente da costa da India.
2.4 Moringa oleifera
Segundo Lorenzi e Matos (2002), Moringa oleifera, ¢ uma planta tropical

pertencente a familia Moringaceae, nativa da India que foi introduzida no Brasil por volta de

1950. E encontrada na regido Nordeste, principalmente nos Estados do Maranh#o, Piaui e
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Ceara. Pode ser explorada, tanto em condi¢des irrigadas como de sequeiro, apresentando um
grande potencial em face de sua multiplicidade de usos.

A planta ¢ decidua, pouco exigente em nutrientes do solo, cresce rapidamente,
podendo atingir até 15 m de altura e um diametro de 20 a 40 cm. Produz frutos secos e
triagulares, apresentanto, portanto, dispersdo de sementes pelo vento (ODEE, 1998). As
populacdes naturais de moringa rendem em média 10,28% de frutos, e o sucesso da
polinizagdo depende de insetos pertencentes as ordens Thysanoptera, Hymenoptera,
Lepidoptera, Coleoptera e Xylocopa (BHATTACHARYA; MANDAL, 2004).

Bezerra, Momenté e Medeiros Filho (2004) destacam que a moringa possui uma
vasta gama de aplicagdes industriais € medicinais, além de poder ser utilizada na purificagao
de dgua para consumo humano. Outrossim, Makkar e Becker (1997) apontam a moringa como
matéria prima de importancia econdémica na producdo de diversas produtos, como os 6leos,
alimentos, condimentos € medicamentos.

Fahey (2005) afirma que a moringa tem sido considerada uma excelente fonte de
proteina altamente digestivel, calcio, ferro, vitamina C e carotenodides, podendo ser utilizada
como fonte de alimento principalmente no combate a desnutrigdo humana.

Ainda sobre as caracteristicas nutricionais, Ferreira (2008) sugere a moringa como
alternativa ao consumo de sementes leguminosas, como fonte de proteinas de alta qualidade,
de dleo e de compostos antioxidantes. De acordo com o autor, todas as partes da planta
constituem fontes renovaveis de compostos fenolicos, tocoferois (y e a), -caroteno, vitamina
C e proteinas totais, inclusive os aminoacidos sulfurados metionina e cisteina. Além disso, a
planta possui baixas concentragdes de fatores antinutricionais, apesar da presenga de
glucosinolatos (65,5 pmol g™), fitatos (41 g kg™) e atividade hemaglutinante nas sementes,
enquanto nas folhas existem quantidades apreciaveis de saponinas (80g kg™), de fitatos (21 g
kg™) e taninos (12g kg™).

Além do potencial nutricional da moringa, estudos apontam resultados
promissores sobre seus efeitos antiinflamatorios (SASHIDHARA et al., 2009), antitumorais
(GUEVARA et al., 1999), antifungicos (CHUANG et al., 2007), antioxidantes (ASHOK
KUMAR; PARI, 2003; SINGH et al., 2009), larvicidas (COELHO et al., 2009; FERREIRA
et al., 2009), coagulantes (NKURUZINZA et al., 2009), floculantes (BELTRAN-HEREDIA;
SANCHEZ-MARTIN, 2009) e antibacterianos (DOUGHARI; PUKUMA; DE 2007).

No que concerne a composi¢do quimica, Galldo, Damasceno e Brito (2006)
revelaram proteina como o composto encontrado em maior quantidade nas sementes,

aproximadamente 40%, seguido de lipidios (18,8%), amido (6,02%), oligossacarideos
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(3,31%) e agucares soluveis (3,14%). Para Lalas e Tsakins (2002), o 6leo extraido das
sementes de M. oleifera var. PKM 1 contém elevados teores de acidos graxos insaturados,
especialmente o oléico (71,6%), sendo o palmitico e o behénico (ambos com 6,4%) os 4cidos
graxos saturados dominantes. Esses dados estdo de acordo com Serra et al. (2007), que
revelaram a presenca dos seguintes acidos graxos no dleo essencial de moringa: palmitico
(7%), palmitoléico (2%), estedrico (4%), oléico (78%), linoléico (1%), araquidico (4%) e
behénico (4%).

A composi¢cdo quimica da folha revela 27,51% de proteina, 19,25% de fibra,
2,23% de gordura, 7,13% de cinzas, 76,53% de umidade e 43,88% de carboidrato, 2,009 mg
100g™ de calcio e 28,29 mg 100g™ de ferro (ODURO; ELLIS; OWUSU, 2008).

2.5  Bioatividade de moringa frente a bactérias

De acordo com Jahn, Musnad e Burgstaller (1986) as sementes de moringa
contém um principio dotado de atividade antimicrobiana, a pterigospermina, bem como 0s
glicosideos moringina, 4-(a-L-ramnosilori)-isotiocianato de benzila e 4-(a-L-ramnosilori)-
fenil-acetonitrila. Estes componentes antimicrobianos agem principalmente contra Bacillus
subtilis, Mycobacterium phlei, Serratia marcescens e ainda, sobre Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa, Shigella e Streptococcus.

Eilert, Wolters ¢ Nahrstedt (1981), em estudo sobre o principio antimicrobiano
ativo em sementes de moringa, apontaram uma concentragdo bacteriostatica minima de 40
umol L™ para Mycobacterium phlei ¢ 56 pmol L™ para Bacillus subtilis.

Caceres et al. (1991) relataram atividade antibacteriana do suco fresco de folhas
de M. oleifera contra S. aureus ¢ P. aeruginosa. Resultados semelhantes foram verificados
por Valsaraj et al. (1997), que realizaram pesquisa sobre o efeito antimicrobiano de 78 plantas
usadas no tratamento de doengas infecciosas da India, e reportaram inibigdo de P. aeruginosa
e S. aureus por extratos da casca de moringa. Outrossim, Suarez et al. (2003) quando do
estudo de atividade antimicrobiana da moringa, destacaram o efeito bacteriostatico e
bactericida de moringa frente a S. aureus.

Doughari, Pukuma e De (2007) verificaram halos de inibi¢cao de até¢ 8 mm quando
da utilizagdo de extratos aquosos e etanodlicos de folhas de moringa contra Salmonella. Os
autores relacionaram o efeito antibacteriano a presen¢a dos fitoconstituintes saponinos,

taninos, fenois e alcaldides.
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A inibigdo de E. coli, S. aureus, B. subtilis e Pasteurella multocida por extratos de
sementes de moringa foi observada por Jabeen et al. (2008), que verificaram halos de inibigdo
de 36 mm (B. subtilis), 31 mm (S. aureus), 20 mm (E. coli) e 21 mm (P. multocida). Os
autores concluiram, a partir da determina¢ao da concentracdo inibitéria minima (MIC), que as
espécies de P. multocida e B. subtilis foram as mais sensiveis.

Ferreira (2008) cita uma lectina (WSMoL) isolada de sementes de moringa como
molécula bioativa contra S. aureus e E. coli. Segundo o autor, sementes de plantas sdo ricas
em lectinas, e a capacidade de interacdo dessas proteinas com moléculas de carboidratos ¢
responsavel pelo seu efeito antibacteriano.

Além da presenga de compostos inibidores de  microrganimos
(GHEBREMICHAEL et al., 2005; ANWAR et al., 2007), as sementes de M. oleifera
possuem uma proteina recombinante capaz de flocular bactérias Gram-positivas e negativas
(BROIN et al., 2002).

A bioatividade de sementes de moringa contra bactérias do grupo coliforme vem
sendo pesquisada como fonte alternativa no tratamento de dguas contaminadas. Olayemi e
Alabi (1994) verificaram uma redugdo de 65% na contagem de coliformes em amostras de
agua tratadas com sementes de moringa por vinte e quatro horas. Adicionalmente, Oluduro e
Aderiye (2007) pesquisaram a eficacia antibacteriana de sementes de moringa em amostras de
agua de superficie e obtiveram um decaimento de 97,5% na populacdo de coliformes apds 24
horas de tratamento.

Ainda nesse sentido, Amagloh e¢ Benang (2009) estudaram a utilizagdo da
moringa para purificacdo de dgua e também observaram uma redugdo de coliformes em
amostras de dgua submetidas a tratamento com pd de suas sementes. De acordo com os
autores, esse decaimento pode estar relacionado ao processo de floculagdo tipico da moringa,
uma vez que as bactérias sdo normalmente associadas a particulas sélidas.

Vieira et al. (2009) investigaram a utilizagdo de extratos salinos de sementes de
moringa para a diminui¢do da carga de coliformes termotolerantes em camardo sete-barbas
(Xiphopenaeus kroyeri) e obtiveram resultados promissores. Os autores observaram uma
reducdo dréstica de coliformes quando da imersdo do camardo, por 5 minutos, no extrato de
moringa, ¢ destacaram que esse tratamento ndo prejudicou as propriedades sensoriais do

crustaceo apos o seu cozimento.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Coleta e preparacao das amostras do camarao Litopenaeus vannamei

Foram coletados setenta camardes adultos no Centro de Estudos em Aquicultura
Costeira (CEAC) do Instituto de Ciéncias do Mar (LABOMAR) da Universidade Federal do
Ceara (UFC). Os camaroes foram capturados com utiliza¢do de rede e transportados vivos em
recipiente com capacidade de 50 litros. O tempo entre a coleta e o inicio das andlises nao
excedeu a 2 horas.

No laboratorio de Microbiologia Ambiental e do Pescado do LABOMAR-UFC,
os camardes foram desinfetados com alcool a 70° GL e abatidos por choque térmico durante
10 minutos, através de imersdo em mistura de agua e gelo na proporcdo de 0,6:1
(KIRSCHNIK; VIEGAS; 2004). Os camardes foram pesados (g) em balanca semi-analitica
(Quimis BG 2000) e medidos (cm) com paquimetro digital (Digimess). Para a coleta de
hemolinfa da regido ventral entre o final do cefalotérax e o primeiro segmento abdominal, foi
utilizada uma seringa hipodérmica estéril de 1 mL com agulha de 12,7 mm de comprimento e
0,33 mm de calibre, contendo 0,2 mL de solucdo de citrato de sodio a 10% (Figura 1). A
proporcao entre a solugao de citrato de sdédio e a hemolinfa foi de 1:1 (v/v). Cada amostra
tinha um volume final de 1 mL ¢ foi constituida de um pool de cinco sub-amostras, sendo

formada, portanto, por hemolinfa retirada de 5 camardes.

Figura 1 — Coleta de hemolinfa da regido ventral do camardo Litopenaeus vannamei.

Do homogenato formado por 1 mL de citrato de sddio a 10% e 1 mL de hemolinfa

foi retirado 1 mL e adicionado a 9 mL de solugdo salina 0,85%, obtendo-se assim uma
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dilui¢do de 107", a partir da qual foram obtidas demais diluicdes decimais seriadas de 1072, 10°

3e10™,

3.2 Quantificacio de Vibrio em amostras de hemolinfa do camario Litopenaeus

vannamei

A quantificacdo de Vibrio foi feita a partir da determinacdo do Numero Mais
Provavel (NMP) pela técnica dos tubos multiplos conforme detalhamento em Elliot et al.
(2001), com realizacao de Prova Presuntiva (PP) e Confirmatoria (PC). Para PP, foi retirado 1
mL de cada diluigdo (10™ a 10™) e semeado em uma série de trés tubos com 9 mL de Agua
Peptonada Alcalina (APA) contendo 1% de NaCl, com incubacdo a 35°C/24 h. Dos tubos
positivos (turvos) na PP, foram retiradas aliquotas e semeadas em placas contendo o meio de
Agar Tiossulfato Citrato Bile Sacarose (TCBS, Difco), com incubagdo a 35°C/18 h,
constituindo assim a PC. A positividade desta prova foi caracterizada pelo crescimento de
colonias sacarose positivas (amarelas) e negativas (verdes) (Figura 2).

Para o célculo do NMP foram escolhidas as séries criticas dos tubos positivos na
PP e na PC, com as quais se entrava na tabela de Hoskins citada em Garthright (2001). O
valor da série critica foi multiplicado pelo fator de corre¢do (x2), pela diluicao equidistante da

maior e menor dilui¢io e dividido por 100, com o resultado expresso em NMP mL ™.

Figura 2 — Crescimento de coldnias sacarose positivas (A) e negativas (B) em Agar Tiossulfato Citrato Bile

Sacarose.
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3.3 Isolamento e caracterizacio fenotipica de Vibrio spp

O isolamento de coldnias sacarose positivas e negativas, crescidas no meio de
TCBS, foi feito no meio de Agar Triptona Soja (TSA, Difco) contendo 1% de NaCl, com
incubacgdo a 35°C por 24 h. As cepas puras isoladas foram submetidas a coloragdo de Gram e
ao teste de motilidade para identificagdo morfologica. A identificacdao fenotipica foi realizada
a partir da triagem prévia nas provas de hidrolise da arginina e descarboxila¢do da lisina e
ornitina. A combinacdo dos resultados dessas provas ¢ determinante para escolha da chave de
identificagdo a ser seguida (NOGUEROLA; BLANCH, 2008). O conjunto de provas
bioquimicas a ser empregado variou, portanto, de acordo com as seis chaves existentes.
Entretanto, algumas provas foram comuns a mais de uma chave, a saber: producdo de oxidase,
produ¢do de indol, Voges-Proskauer, citrato, gelatinase, fermentagdo de carboidratos
(sacarose, arabinose, manitol, D-glucosamina e melibiose), crescimento a 40°C e 4°C, prova
do o-nitrofenil B-D-galactopiranosideo (ONPG), tolerdncia ao NaCl 0%, 3%, 8% e 10%,

producdo de urease e resisténcia a O/129.

3.3.1 Caracterizacio morfolégica

3.3.1.1 Colorag¢ao de Gram

Do crescimento no meio de TSA com 1% de NaCl foi feito esfregago em laminas,
seguindo-se sua fixagdo por calor e coloracdo de Gram conforme detalhamento em Soares,

Cassimiro e Albuquerque (1991).

3.3.1.2 Motilidade

Do crescimento em TSA contendo 1% de NaCl foram retirados indculos e
semeados com agulha de niquel-cromo no Agar Sulfeto-Indol-Motilidade (SIM), com
incubacao a 35°C por 48 horas. Apos o periodo de incubacgao foi realizada a leitura dos tubos.

A positividade foi caracterizada pelo crescimento além da linha do in6culo.
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3.3.2 Identificacdo fenotipica

3.3.2.1 Hidrolise da arginina e descarboxilacio de lisina e ornitina

As cepas em identificacdo no TSA contendo 1% de NaCl foram inoculadas com
alca de niquel-cromo nos tubos contendo caldo purpura de bromocresol (meio basal) e os
aminodcidos a serem testados, com incubag¢do a 35°C por 7 dias. Foram preparadas trés
baterias, correspondentes a 0,125% de arginina, 0,125% de ornitina e 0,125% de lisina. Todas
as cepas foram inoculadas nas trés baterias e no controle (meio sem aminoacido). O resultado
foi considerado positivo quando houve mudanca de cor de purpura para amarelo, e em

seguida, de amarelo para parpura.

3.3.2.2 Prova de producio de citocromo-oxidase

Do crescimento das cepas em TSA contendo 1% de NaCl, foi retirada uma
aliquota com al¢a de niquel cromo e feitos esfregacos em fitas de oxidase (Laborclin). O

aparecimento de uma coloragdo roxa foi indicativo de positividade do teste.

3.3.2.3 Producao de indol

Do crescimento das cepas no meio de TSA contendo 1% de NaCl, foi retirada
uma aliquota com agulha de niquel-cromo e semeada em Agar Sulfeto Indol Motilidade (SIM,
Difco) contendo 1% de NaCl, com incubagao em estufa a 35°C por 48 horas. Transcorrido o
periodo de incubacdo, foi adicionado a cultura 1 mL de reativo de Kovacs (p-
dimetilaminobenzaldeido). A positividade dessa prova foi caracterizada pelo aparecimento de
uma coloragdo vermelha no meio logo apds a adicao do reagente, indicando a producao de

indol pela acdo da triptofanase sobre o triptofano.

3.3.2.4 Prova do Voges-Proskauer

Do crescimento em TSA contendo 1% de NaCl foram retiradas aliquotas com alga
de niquel-cromo e semeadas em Caldo MRVP, com incubagao a 35°C por 96 horas. Apos o
periodo de incubacgdo, foram adicionados para cada mililitro de cultura 0,6 mL de reativo de

Barrit 1 (solugdo de alfa-naftol a 5%) e 0,2 mL de hidroxido de potassio a 40% (reativo de
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Barrit 2). Essa prova foi considerada positiva através da presen¢a de um anel vermelho no

meio até¢ 30 minutos depois da adi¢do dos reagentes, o que indicou a produgdo de acetoina.

3.3.2.5 Citrato

Do crescimento em TSA contendo 1% de NaCl foram retiradas aliquotas com alca
de niquel-cromo e semeadas no meio de Agar Citrato Simmons, com incubagdo a 35°C por 96
horas. A prova foi considerada positiva quando ocorreu mudanga da cor verde para azul, fato

que caracterizou a utilizagdo do citrato como tnica fonte de carbono.

3.3.2.6 Gelatinase

Do crescimento em TSA contendo 1% de NaCl foram retiradas aliquotas com
agulha de niquel-cromo e semeadas no meio de gelatinase, com incubacao a 35°C por 96
horas. Passado o periodo de incubagdo, as cepas foram mantidas a 4°C por 2 horas. A
consisténcia do meio apds o periodo de resfriamento determinou o resultado da prova, quando
o meio ficou sélido considerou-se o teste negativo, caso contrario (meio liquido) o resultado

foi considerado positivo.

3.3.2.7 Fermentacao de carboidratos (sacarose, arabinose, manitol, D-glucosamina e

melibiose)

As cepas em identificagdo no TSA contendo 1% de NaCl foram inoculadas com
alca de niquel-cromo nos tubos contendo caldo purpura de bromocresol (meio basal) e os
carboidratos a serem testados, com incubacdo a 35°C por 5 dias. Foram preparadas seis
baterias de tubos, correspondentes a 0,5% de sacarose, 0,5% de arabinose, 0,5% de manitol,
0,5% de D-glucosamina, 0,5% de melibiose. Os carboidratos foram esterilizados em filtro
membrana de poliétersulfona com poro de 0,22 pm. A prova foi considerada positiva quando

houve mudanga de coloragdo de purpura para amarelo.

3.3.2.8 Crescimento a 40°C e a 4°C

Do crescimento em TSA contendo 1% de NaCl, foi retirada uma aliquota com

al¢a de niquel-cromo e semeada em duas baterias de tubos contendo o meio de Caldo Triptona
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Soja (TSB) contendo 1% de NaCl. Uma bateria foi incubada em estufa a 40°C, e a outra em
banho-maria a 4°C. Os tubos foram considerados positivos quando apresentaram turvacao do

meio de cultura.

3.3.2.9 Prova do ONPG (o-nitrofenil p-D-galactopiranosideo)

Do crescimento em TSA contendo 1% de NaCl, foi retirada uma aliquota com
alca de niquel-cromo e semeada em tubos contendo 0,25 mL de solucdo salina fisiologica
estéril. Foi adicionada 1 gota de tolueno em cada tubo com posterior agitagdo. Os tubos
ficaram em repouso por 5 minutos a temperatura de 35 a 37°C. Em seguida, foi adicionada
0,25 mL de solugdo tamponada de ONPG 13,3 mM. Os tubos foram incubados em banho-

maria a 37°C/24 h. A positividade do teste foi caracterizada pelo aparecimento da cor amarela.

3.3.2.10 Halofilismo

A partir do crescimento em TSA contendo 1% de NaCl, foram retiradas aliquotas
com al¢a de niquel-cromo e semeadas em tubos contendo APA a 1% com quatro
concentragdes diferentes de NaCl (0, 3, 8 e 10%). Os tubos foram incubados a 35°C por 24

horas. A turvag¢do do meio foi indicativa de positividade da prova.

3.3.2.11 Producao de urease

A partir do crescimento em TSA contendo 1% de NaCl, foram retiradas aliquotas
com alca de niquel-cromo e semeadas em Caldo Uréia de Christensen contendo 1% de NacCl,
com incubacdo em estufa a 35°C por 24 h. A prova foi considerada positiva quando houve

mudanca da coloracgao laranja para cor de rosa.

3.3.2.12 Resisténcia ao fator vibriostatico O/129 (fosfato de 2,4 diamino-6, diisopropil-
pteridina)

A concentragdo das cepas selecionadas para este teste foi previamente ajustada a
10 UFC mL™ a partir da comparagdo contra o padrdo de turbidez McFarland 0,5 (HINDLER;
JORGENSEN, 1995). Feito o ajuste de concentragdo, foram retirados indéculos com swabs e

semeados em placas de Petri com o meio de agar Mueller-Hinton contendo 1% de NaCl. Em
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seguida, foi aplicado o disco impregnado do fator vibriostatico O/129 (Fiocruz). As placas
foram incubadas em estufa a 35°C/24 h. Passado o periodo de incubacgao, os halos de inibi¢do
foram medidos com paquimetro digital. A cepa foi considerada resistente quando nao houve

formacao de halo no crescimento.

3.4 Deteccao de fatores de viruléncia nas estirpes de Vibrio isoladas

Todas as estirpes de Vibrio isoladas foram submetidas aos testes de deteccdo de
proteases (gelatinase, elastase, caseinase), lipase, fosfolipase e atividade hemolitica
(RODRIGUES et al., 1993; RUST; MESSING; IGLEWSKI, 1994; LIU et al., 1996;
AUSTIN et al., 2005). Os resultados referentes a detecgdo de proteases, lipase e fosfolipase
foram agrupados de acordo com o didmetro (mm) das zonas claras ou opalescentes formadas

ao redor de cada colonia (AUSTIN et al., 2005).

3.4.1 Deteccao de gelatinase, elastase e caseinase

A producdo de gelatinase foi verificada em TSA suplementado com 0,5% de
gelatina e 1% de NaCl (p/v). Apos o periodo de incubacao (35°C/24h), aproximadamente 2
mL de uma solu¢do saturada de sulfato de amonio foi utilizada para verificagdo de
positividade (ocorréncia de halo translicido).

A detecgio da caseina foi feita utilizando-se o Agar Leite contendo 1% de NaCl,
com incubagdo a 35°C/24 h. A positividade foi determinada pela presenca de uma zona clara
ao redor das coldnias.

Para avaliar a habilidade da produgdo de elastase, foram preparadas placas com
uma camada de 15 mL de meio composto por caldo nutriente e Agar Noble (Difco)
suplementado por uma camada de 5 mL contendo 0,3% de elastina (Sigma E1625) (p/v) e 1%
de NaCl (RUST; MESSING; IGLEWSKI, 1994). Em cada placa foram inoculados 4 pL das
culturas a serem testadas, previamente cultivadas em caldo Brain Heart Infusion (BHI)
contendo 1% de NaCl (35°C/24 h). As placas foram incubadas a 35°C/96 h e o aparecimento
de halos ao redor do crescimento bacteriano foi indicativo de positividade.

Para os testes supracitados, foram utilizadas as cepas Pseudomonas aeruginosa
ATCC 27853 e Escherichia coli ATCC 25922 como controle positivo e negativo,

respectivamente.
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3.4.2 Deteccao de lipase e fosfolipase

Para as provas de lipase e fosfolipase, foi utilizado TSA (1% de NaCl)
enriquecido com 1% (v/v) de Tween 80 e 1% (v/v) de emulsdo de gema de ovo,
respectivamente, com incubacgiao a 35°C/24 h. O surgimento de halos opalescentes ao redor
das colonias indicou a positividade dos testes. A cepa padrao utilizada como controle positivo
para a prova de lipase foi a de Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853. Como controle
positivo para o teste de produgao de fosfolipase foi utilizada a cepa de Staphylococcus aureus
ATCC 25923.

3.4.3 Avaliacao de atividade hemolitica

Foi utilizado o 4gar Wagatsuma modificado (1% de NaCl) e enriquecido com 100
mL L™ de suspensdo a 20% de hemacias desfibrinadas de carneiro, com incubagdo a 35°C/24
h. O aparecimento de halo de hemolise foi indicativo de reagdo positiva. Como controle

positivo foi utilizada uma cepa padrido de V. parahaemolyticus IOC K+ (HOFER, 1983).

3.4.4 Deteccao de atividades enzimaticas

Foram selecionadas 24 cepas para determinacdo do espectro complementar de
atividade enzimatica. O grupo de estirpes selecionadas possuia pelo menos um representante
de cada espécie identificada, além disso, os 24 isolados foram capazes de expressar pelo
menos trés fatores de viruléncia (item 3.4, p. 37). As seguintes enzimas foram testadas:
fosfatase alcalina, esterase (C4), esterase lipase (C8), lipase (C14), leucina arilamidase, valina
arilamidase, tripsina, o-quimotripsina, fosfatase 4cida, naftol-AS-Bl-fosfohidrolase, o-
galactosidade, B-galactosidade, B-glucuronidase, a-glucosidase, B-glucosidase, N-acetil- [-
glucosaminidase, a-manosidase e a-fucosidase.

As estirpes a serem testadas foram diluidas em solucdo salina a 1% até a obtengao
de turbidez semelhante a da escala 5-6 McFarland. Em seguida, foram tomados 65 pL de cada
cultura e semeados nas galerias do kit APIzym (Biomérieux 25200), com incubagdo a 37°C
por 4 horas. Apds o periodo de incubagdo, foi colocada, em cada ctipula da galeria, uma gota
do agente tensoativo ZYM A (Tris-hidroximetil-aminometano, HCI 37%, laurilsulfato de

sodio, H,O) e uma gota do regente ZYM B (fast blue BB, metanol, dimetilsulfoxido-DMSO).
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Para leitura dos resultados, foram esperados, no minimo, cinco minutos, tempo suficiente para

o desenvolvimento das coloragdes.

3.5 Perfil fenotipico de susceptibilidade a antimicrobianos

Todos os isolados (n = 100) foram submetidos a determinag¢do do perfil de
susceptibilidade a antimicrobianos pelo método de difusdo em disco (CLSI, 2010) em Agar
Mueller-Hinton contendo 1% de NaCl. Os seguintes antimicrobianos (Laborclin) foram
testados: Acido Nalidixico (Nal 30 pg), Ampicilina (Amp 10 pg), Aztreonam (Atm 30 pg),
Cefalotina (Cfl 30 pg), Ceftriaxona (Cro 30 pg), Ciprofloxacin (Cip 5 pg), Cloranfenicol (Clo
30 pg), Estreptomicina (Est 10pg), Gentamicina (Gen 10 pg), Imipenem (Ipm 10pg),
Nitrofurantoina (Nit 300 pg), Penicilina (Pen 10 U), Sulfazotrim (Sut 25 pg) e Tetraciclina
(Tet 30 pg).

Para o teste de antibiograma (Figura 3, p. 40), a densidade bacteriana foi
previamente ajustada a uma concentragio de 10° UFC mL™, a partir da preparagio de uma
suspensdo bacteriana em solu¢do salina a 1% com turvagdo equivalente a escala nefelométrica
MacFarland 0,5. O ajuste da concentragdo foi feito a partir da determinacdo da densidade
otica das culturas diluidas em espectrofotdometro (Micronal B542) em um comprimento de
onda de 625 nm. As suspensdes com densidades padronizadas foram inoculadas com “swab”
em placas de Petri contendo o meio de Agar Mueller-Hinton (Difco) contendo 1% de NacCl,
em seguida, foram aplicados os discos dos antibimicrobianos (Laborclin). As placas foram
incubadas em estufa a 35°/24 h. Os halos de inibicao foram medidos (mm) com paquimetro
digital (Digimess) e a interpretacdo dos resultados foi feita de acordo com as recomendagdes

do CLSI (2010).

3.6 Cura plasmidial pelo corante fluorogénico acidotrépico laranja de acridina

A fim de se determinar a mediacdo da resisténcia aos antimicrobianos, as cepas
resistentes foram selecionadas e submetidas a cura dos plasmideos pelo agente curagénico
laranja de acridina (SIGMA A-6014) (Molina-Aja et al., 2002).

Todas as estirpes resistentes foram cultivadas em caldo Luria Bertani
suplementado com 0,100 mg mL™ de laranja de acridina, com incubagio a 35°C por 24 h.
Ap6s o periodo de incubagdo, foram retirados inoculos e semeados em TSA contendo 1% de

NaCl, com incubacao a 35°C por 24 h. A partir do crescimento em TSA, foi realizado
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antibiograma conforme detalhamento no item 3.5 (p. 39) A resisténcia foi considerada
possivelmente cromossdmica quando observada apos o procedimento de cura do plasmideo,

em caso contrario, foi caracterizada como plasmidial.

&

Espectrofotémetro

TSA35°C/24h 5 Leitura de Absorbancia
1% de Mall
— . Tubo
Mac Farland 0,5
9mlLde Cubeta com aliquota
Salina 1% do material

Swab passado no
meio contido notubao

Tapete feito naplaca
de Agar Mueller-
Hinton

[
Retirada do disco de _ ) )

antibidtico com auxilio Aplicacéo dos discos Leitura do didmetro
de uma pinga estéril naplaca dos halos com

(Estufa a 35°Cl24h) paquimetro

Figura 3 — Fluxograma da técnica para determinago do perfil fenotipico de susceptibilidade a antimicrobianos.
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3.7 Preparacio dos extratos de sementes de Moringa oleifera Lam.

3.7.1 Coleta do material botanico

As sementes de moringa foram coletadas a partir de dois espécimes cultivados no
campus do Pici (Fortaleza — Ceara). ApoOs a coleta seguiu-se a separacao do fruto (vagens),
retirada das cascas e acondicionamento em bolsas plasticas de polietileno. Sementes integras
foram coletadas para identificacdo, que foi realizada no departamento de Botanica da
Universidade Estadual Vale do Acarai (UVA). Foi depositada exsicata sob o nimero 5823 no

Herbario Francisco José de Abreu Matos (UVA).

3.7.2 Extracio com solventes organicos a frio e a quente das sementes de Moringa

oleifera Lam.

Todos os processos de extragdo foram realizados no Departamento de Quimica
Organica e Inorganica da UFC. Parte das sementes trituradas de M. oleifera (110 g) foi
submetida a trés extragdes a frio com 300 mL de hexano (P.A.) em intervalos de 24 h. Apoés
filtracdo e evaporagdo do solvente sob pressao reduzida em evaporador rotativo obteve-se
15,36 g de um extrato de aspecto fluido e coloracdo amarelada denominado MOS-H. A torta
resultante foi submetida a trés extracdes a frio com 300 mL de etanol (P.A.) em intervalos de
24 h, e apos filtragdo e evaporagdo do solvente sob pressdo reduzida em evaporador rotativo
obteve-se 11,64 g de um extrato de aspecto fluido e coloragdo escura denominado MOS-E
(Figuras 4 e 5, p. 42).

Foram utilizados 139 g de sementes trituradas de M. oleifera para extracdo a
quente em aparelho Sohxlet com 800 mL de hexano (P.A.) durante 48 h. Apos filtragdo e
evaporacao do solvente sob pressao reduzida em evaporador rotativo, obteve-se 28,29 g de
um extrato de aspecto fluido e de coloragdo amarelada denominado MOS-HS. Em seguida
realizou-se uma extracdo com 800 mL de etanol (P.A.) durante 48 h, e apos filtracdo e
evaporag¢ao do solvente sob pressao reduzida em evaporador rotativo obteve-se 13,66 g de um

extrato de aspecto pastoso e de coloragdo escura denominado MOS-ES (Figuras 4 € 5, p. 42).
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| Sementes trituradas |

| Afrio3x)- 300 mL de hexamo 24 1 | | Aquente - 300 mL de hexano 48 h |
l Filtragéio e L\'apomgiio | l Filtragfio e L\'apumt;iio |
| 15.36 gI—MDS-H | | Toll'ta | | 2829 g_—ll\IDS—HS |
| Afrio(3x)- 300 uIII_ de etomol 24 h | | Aquente - 300 L de etanol:48 h |
| Filtragio e t!vaporagﬁo | | Filtragiio e e\'%!pomcﬁo |
| 11.64g —I MOS-E | | 13,66 g—l\IIDS—ES |

Figura 4 — Fluxograma dos processos de extragdo com solventes organicos a frio e a quente das sementes de

Moringa oleifera.

Figura 5 — Processos de obtengdo dos extratos das sementes de Moringa oleifera. A - a frio, B - a quente em

Sohxlet.

3.8  Teste de susceptibilidade in vitro aos extratos de Moringa oleifera

A susceptibilidade das estirpes de Vibrio aos quatro tipos extratos (MOS-H,
MOS-E, MOS-HS e MOS-ES) foi avaliada através do método de difusdo em disco (MDD) e
da determinagdo da Concentragdo Inibitéria Minima (CIM) (CLSI, 2010).

Para a realizacdo do MDD, a concentragdao bacteriana foi previamente ajustada
conforme descri¢do feita no item 3.5 (p. 39). As suspensdes padronizadas foram inoculadas
com “swab” em placas de Petri contendo o meio de Agar Mueller-Hinton (Difco) contendo

1% de NaCl, em seguida foram aplicados, em triplicata, discos de papel faixa branca JP 40
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com 6 mm de didmetro contendo 100 pg de cada extrato. As placas foram incubadas em
estufa a 35°/24 h. A atividade antibacteriana foi determinada pela formacdo de halos de
inibicdo, que foram medidos (mm) com paquimetro digital (Digmess). Como controle Gram
negativo e positivo, foram utilizadas as cepas de V. parahaemolyticus IOC e Staphylococcus
aureus ATCC 25923, respectivamente.

Para determinacao da CIM, foi utilizada a técnica de macrodilui¢do em Caldo
Mueller-Hinton contendo 1% de NaCl. Foram testadas as concentragdes de 4, 8, 16, 32 ¢ 64
ng mL™" dos extratos MOS-E (extragdo a frio com etanol) e MOS-ES (extragdo a quente com

etanol) frente aos isolados sensiveis aos extratos brutos no teste de DD.

3.9 Fracionamento cromatografico dos MOS-E e MOS-ES e obtenc¢ao da fracio ativa

acetato de etila (MOS-ESA)

Parte do extrato MOS-E (3,1 g) foi adsorvido em 7,3 g de gel de silica e
cromatografado sobre 52,5 g de gel de silica em coluna aberta (@ 5,0 cm). A eluicdo foi feita
em ordem crescente de polaridade com diclorometano (1.200 mL) (MOS-E-CH,Cl,), acetato
de etila (800 mL) (MOS-E-AcOEt) e metanol (600 mL) (MOS-E-MeOH). Os solventes foram
evaporados sob pressdo reduzida em evaporador rotativo, obtendo-se as seguintes massas €
rendimentos: MOS-E-CH,Cl, - 1.920,8 mg, 61,96%; MOS-E-AcOEt - 231,6 mg, 7,47%;
MOS-E-MeOH - 660,8 mg; 21,31%.

O extrato MOS-ES (2,6 g) foi adsorvido em 3,9 g de gel de silica e
cromatografado sobre 48,3 g de gel de silica em coluna aberta (@ 5,0 cm). A eluicdo foi feita
em ordem crescente de polaridade com diclorometano (500 mL) (MOS-ES-CH,Cl,), acetato
de etila (700 mL) (MOS-ES-AcOEt) e metanol (600 mL) (MOS-ES-MeOH). Os solventes
foram evaporados sob pressao reduzida em evaporador rotativo, obtendo-se as seguintes
massas e rendimentos: MOS-E-CH,Cl, — 34,8 mg, 1,33%; MOS-E-AcOEt — 335,3 mg,
12,89%; MOS-ES-MeOH 1.978 mg; 76,07%.

Todas as fragdes obtidas foram submetidas a ensaios de atividade antimicrobiana
pelo método de difusdao em disco (item 3.5, p. 39). A fragdo bioativa foi submetida ao
fracionamento cromatografico por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE), a fim

de isolar os principios ativos.
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3.9 Fracionamento cromatografico da fracio acetato de etila (MOS-ES-AcOEt) por

Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) e isolamento de substincias

ativas

Parte da fragdo ativa MOE-ES-AcOEt (285 mg) foi analisada por CLAE em um
cromatografo Shimadzu® modelo UFLC equipado com um detector UV-Vis com arranjo de
diodos modelo SPD-M20A. As separacdes foram feitas em condicdes de fase reversa em
coluna semi-preparativa (C-18, 5 pm) com elui¢do isocratica utilizando-se MeOH/H,0 (1:1)
com fluxo de 4,72 mL min™".

O fracionamento cromatografico da fra¢dao acetato de etila do extrato MOS-ES
resultou na deteccdo (a 284 nm) e isolamento de trés substancias principais (Figura 6; Figura
7, p. 45), que foram obtidas como s6lidos amorfos esbranquicados: o composto referente ao
pico 1 (23,3 m; t, = 4,99 min) foi denominado MOS-ES-1, o referente ao pico 2 (4,0 mg; t, =
7,06 min) foi denominado MOS-ES-2 e o referente ao pico 3 (65,1 mg; t, = 17,45 min) foi
denominado de MOS-ES-3.
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i | |
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0.0 25 5.0 75 10.0 12.5 15.0 17.5 20

min

Figura 6 — Cromatograma de analise por CLAE da fragdo ativa MOS-ES-AcOEt e isolamento das substancias
MOS-ES-1, MOS-ES-2 e MOS-ES-3.
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Figura 7 — Placa de analise por Cromatografia em Camada Delgada (CCD) das substancias MOS-ES-1 (1),
MOS-ES-2 (2) e MOS-ES-3 (3). P = purga da coluna; eluente = CH,CI,/MeOH (95:5) e revelador = solugdo de

vanilina.

As substancias isoladas (S1 e S3) tiveram suas estruturas determinadas a partir da
analise dos dados espectrométricos de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) e
Infravermelho (IV), além da comparagdo com os achados descritos na literatura (FAIZI et al.,

1992; FAIZI et al., 1994).

3.10 Analise estatistica

O coeficiente de correlagdo linear (r) foi calculado entre as variaveis
morfométricas (peso e tamanho dos espécimes de camardo) e as variagdes do Numero Mais

Provavel (NMP) de Vibrio de cada amostra (n = 10) de hemolinfa do L. vannamei.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Quantificagcdo e Fenotipagem de Vibrio em amostras de hemolinfa de Litopenaeus

vannamei

A assertiva de que os vibrios fazem parte da microbiota autoctone da hemolinfa
de organismos aquaticos aparentemente saudaveis vem sendo sugerida em alguns estudos que
realizaram isolamento dessas bactérias em fluidos de ostras (Crassostrea gigas) ¢ mexilhoes
das espécies Modiolus modiolus (OLAFSEN et al., 1993) e Anodonta cygnea (ANTUNES et
al., 2010). Ainda nesse sentido, Fagutao et al. (2009) consideram que a hemolinfa de
invertebrados saudaveis pode ser colonizada por bactérias. Para Gomez-Gil et al. (1998),
mesmo havendo relatos de isolamento de vibrios da hemolinfa de peneideos saudaveis, o seu
significado clinico ainda nao esta completamente elucidado. No presente estudo, foi detectado

Vibrio em todas as amostras analisadas, com variacdo de NMP mL™" de 30 a 460 (Tabela 2).

Tabela 2 — Numero Mais Provavel (NMP mL™) de Vibrio em amostras de hemolinfa e variaveis morfométricas

de 50 camardes marinhos Litopenaeus vannamei.

Amostra n T™™ (cm) PM(g) NMP mL™
1 5 9,3 7,8 30
2 5 10,4 11,7 150
3 5 9,1 8,1 86
4 5 9,7 8,3 186
5 5 8,7 7,7 86
6 5 9,2 8,4 86
7 5 8,7 8,6 186
8 5 10,7 11,4 460
9 5 9,3 7.8 40
10 5 9,5 8,2 86
Média/DP 5  95+0,7 88+l,5 139,6+124,9
r (NMP cm™) 0,6609
r (NMP g) 0,7157

*n: nimero de camardes. TM: tamanho médio. PM: peso médio. DP:
desvio padrdo. r: correlagdo de Pearson.
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Considerando as variaveis morfométricas analisadas, a oscilagdo na quantificagao
bacteriana parece estar relacionada ao peso (r = 0,7157) e ao tamanho médio (r = 0,6609) dos
camardes. A relacdo entre o peso de espécimes de camardo e a quantificacdo bacteriana em
seus fluidos foi pesquisada por Soto-Rodriguez et al. (2010). Entretanto, ao contrario do
presente estudo, os autores supracitados determinaram a densidade de vibrios apenas em
amostras de hemolinfa de camardes (L. vannamei) doentes ¢ verificaram indices mais
elevados de Vibrio (8,81 x 10° Unidades Formadoras de Colénias — UFC mL™) nos peneideos
com menor peso (0,26 a 4,0 g, n=1753).

Quando analisados os parametros ambientais, as amostras de dgua apresentaram
valores de temperatura (29°C), pH (6,58) e salinidade (15%o) proximos aos limites
reconhecidos como ideais para o crescimento de bactérias do género Vibrio (CASTANEDA-
CHAVEZ et al., 2005; PADAN et al., 2005).

Gomez-Gil et al. (1998), em pesquisa sobre a microbiota de Vibrio associada a
hemolinfa de camardes juvenis saudaveis da espécie L. vannamei, observaram vibrios em
apenas 14,3% das amostras de hemolinfa pesquisadas, com indice de UFC mL™" oscilando de
2 x 10% a 3 x 10°. Esses dados ndo podem ser comparados aos da presente pesquisa, uma vez
que o método eleito para quantificacdo das 10 amostras de hemolinfa foi o NMP.

Para Swanson, Petran ¢ Hanlin (2001), o NMP nao fornece uma contagem direta
de bactérias, mas determina a populacdo de microrganismos viaveis na amostra e ¢, portanto,
indicado para amostras com uma concentragio esperada inferior a 10 UFC g™

Ainda acerca da ocorréncia de vibrios em hemolinfa de peneideos, Gopal et al.
(2005) afirmaram que os fluidos de camardes sadios podem ser considerados estéreis. Por
outro lado, os mesmos autores realizaram quantificacdo de vibrios em unidades amostrais de
hemolinfa de camardes doentes e obtiveram uma variagao de 1,52 x 10* a 4,36 x 10* UFC mL
! Dados semelhantes foram encontrados por Costa et al. (1998), que s6 identificaram
bactérias da familia Vibrionaceae em amostras de hemolifa de camardes patologicamente
comprometidos.

Mesmo ndo havendo consenso sobre a colonizacdo da hemolinfa de camardo
saudavel por bactérias do género Vibrio, a ameaga que esses microrganismos constituem para
o cultivo de camardes ja foi reportada por pesquisas em diferentes regides do mundo
(MOHNEY; LIGHTNER; BELL, 1994; ALAPIDE-TENDENCIA; DUREZA, 1997; COSTA
etal., 1998; RENGPIPAT et al., 2003; WALLING et al., 2010).

Foram isoladas 100 cepas de Vibrio das dez amostras de hemolinfa analisadas,

soma-se a isso a identificacdo fenotipica de dez espécies (Figura 8 e Tabela 3, p. 48).
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Figura 8 — Fenotipagem de 100 vibrios isolados de dez amostras de hemolinfa do camardo Litopenaeus
vannamei cultivado no Centro de Estudos de Aquicultura Costeira (CEAC) do Instituto de Ciéncias do Mar
(LABOMAR-UFC).

Tabela 3 — Distribuicdo de espécies de Vibrio por amostras de hemolinfa do camardo Litopenaeus vannamei
cultivado no Centro de Estudos de Aquicultura Costeira (CEAC) do Instituto de Ciéncias do Mar (LABOMAR-
UFC).

Z
m

Amostra nl Espécies (nimero de isolados)

1 10 3 V.navarrensis (8), V. alginolyticus (1), V. coralliilyticus (1)

2 10 3  V.navarrensis (8), V. parahaemolyticus (1), V. coralliilyticus (1)

3 10 4 V.navarrensis (4), V. parahaemolyticus (4), V. xuii (1), V. coralliilyticus (1)
4 10 4 V.navarrensis (6), V. parahaemolyticus (2), V. xuii (1), V. diazotrophicus (1)
5 10 4 V.navarrensis (5), V. parahaemolyticus (3), V. xuii (1), V. vulnificus B3 (1)
6 10 3 V.navarrensis (6), V. xuii (3), V. coralliilyticus (1)

7 10 4 V.navarrensis (6), V. xuii (2), V. coralliilyticus (1), V. brasiliensis (1)

8 10 4 V.navarrensis (4), V. brasiliensis (4), V. cholerae (1), V. neptunis (1)

9 10 4 V.navarrensis (4), V. brasiliensis (4), V. cholerae (1), V. neptunis (1)

10 10 3 V. brasiliensis (6), V. cholerae (2), V. navarrensis (2)

*nl: nimero de isolados. nE: numero de espécies.
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A espécie de V. navarrensis foi identificada em todas as amostras de hemolinfa e
correspondeu a 53% do total de isolados. Essa espécie foi descrita em 1991, com primo
isolamento na regido de Navarra na Espanha, a partir de amostras de 4gua contaminadas por
esgoto. As caracteristicas que foram enumeradas como capazes de diferenciar V. navarrensis
das demais espécies de Vibrio previamente descritas foram: cepas negativas para a arginina,
ornitina e lisina descarboxilase; incapacidade de produzir acetoina no teste de Voges-
Proskauer; incapacidade de utilizar putrescina, gluconato, glucuronato e histidina; capacidade
de produzir 4cido a partir da utilizagdo de sacarose e crescimento a 40°C. Afora isso, o grupo
de linhagens utlizadas para descri¢do da espécie pode ser diferenciado dos outros vibrios pelo
conteudo de acidos graxos (presenca do acido graxo C;7) e pela propor¢cao G+C do DNA (45
a 47% mol) (URDACT et al., 1991).

Jores, Appel e Lewin (2007) realizaram o primeiro relato da ocorréncia de V.
navarrensis em amostras de agua do mar (Alemanha). De acordo com os autores, as cepas
utilizadas na pesquisa apresentaram caracteristicas compativeis com a espécie V. vulnificus, a
saber: capacidade de utilizar a lactose como unica fonte de carbono e ocorréncia em ambiente
com temperatura de dgua acima de 20°C. Por outro lado, as cepas possuiam diferenciagao
fenotipica e genotipica suficiente para justificar sua identificagdo como V. navarrensis biotipo
pommerensis. Dentre essas diferenciac¢des, destaca-se a capacidade de produzir hemolise em
sangue de carneiro, reconhecida como marcador de viruléncia de interesse para Satde Publica
(TAKEDA, 2011) e para o cultivo de organismos aquaticos (AUSTIN et al., 2005).

Com relacdo aos demais isolados no presente estudo, as espécies de V.
brasiliensis, V. xuii e V. neptunius foram primeiramente isoladas de ambientes de cultivo de
organismos aquaticos marinhos e descritas em 2003. Inicialmente foram associados
filogeneticamente ao V. tubiashii, entretanto, esses vibrios podem ser diferenciados com base
em caracteristicas fenotipicas como composicdo de acidos graxos, atividades enzimaticas e
utilizagao de diferentes fontes de carbono (THOMPSON et al., 2003).

A presenga de V. parahaemolyticus em hemolinfa de camardo observada na
presente pesquisa esta de acordo com os resultados obtidos por Rojlorsakul et al. (1998). A
detecgdo de quatro cepas de V. cholerae pode estar relacionada a sua ocorréncia em ambientes
aquaticos, incluindo os de cultivo. Para Worden et al. (2006), essa espécie é endémica de
ambientes aquaticos, entretanto, a sua proliferacdo e dindmica nos ambientes marinhos nao

foram bem elucidadas.
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As outras espécies identificadas no presente estudo vém sendo isoladas de
ambientes marinhos e, eventualmente, associadas a aquicultura (ALDAY-SANZ; ROQUE;
TURNBULL, 2002; CAVALLO; STABILI, 2002; KESARCODI-WATSON et al., 2009).

4.2 Detecciio de fatores de viruléncia em estirpes de Vibrio isoladas de hemolinfa de

Litopenaeus vannamei

A atividade enzimatica parece estar associada a viruléncia em diferentes espécies
de Vibrio de interesse sanitario (KOO et al., 2007) ¢ veterinario (MA et al., 2009). No
presente estudo, foi observado um elevado indice de cepas capazes de hidrolisar a gelatina (n
= 80; 80%) e a caseina (n = 96; 96%). Por outro lado, apenas 35 estirpes apresentaram

habilidade de hidrolisar a elastina (Tabela 4; Figuras 9, 10 e 11, p. 55).

Tabela 4 — Expressdo de proteases por vibrios isolados da hemolinfa do Litopenaeus vannamei cultivado no
Centro de Estudos de Aquicultura Costeira (CEAC) do Instituto de Ciéncias do Mar (LABOMAR-UFC).

Gelatinase Caseinase Elastase
Espécies n

+++ +H+ + - |+ -+
V. navarrensis | 53 | 40 1 I 11 ] 48 4 - 1 8 6 10 29
V. brasiliensis | 15 | 13 - - 2 | 13 1 - 1 2 - 1 12
V. parahaemolyticus | 10 | 9 - - 1|10 - - - 1 - -9
V. xuii | 8 8 - - - 8 - - - 1 - 1 6
V. coralliilyticus | 5 1 - 1 3 4 - - 1 - - 4 1
V. cholerae | 4 3 - - 1 3 - - 1 - - - 4
V. neptunis | 2 1 - - 1 2 - - - - - -2
V. alginolyticus | 1 1 - - - 1 - - - - - - 1
V. diazotrophicus | 1 - - - 1 1 - - - 1 - - -
V. vulnificus B3 | 1 1 - - - 1 - - - - - - 1
Total 100 77 1 2 20|91 5 - 4 |13 6 16 65

*n: namero de cepas, +++: halo com didmetro > 7 mm, ++: halo com didmetro entre 4-6 mm, +: halo com

didmetro <3 mm, -: sem halo.
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A expressdo da gelatinase por estirpes de Vibrio oriundas de ambientes marinhos
foi reportada por Baffone et al. (2001), que observaram esse perfil enzimatico em 100% das
espécies estudadas: V. parahaemolyticus, V. cholerae nao O1, V. alginolyticus, V. vulnificus,
V. fluvialis, V. furnissii e V. metshnikovii. Outrossim, vibrios gelatinase positivos também ja
foram isolados de musculo do camarao L. vannamei (LIU et al., 2004), da hemolinfa do
peneideo Penaeus monodon (LEE et al., 1996), do hepatopancreas dos camardes P. japonicus
e P. monodon (LEE; LIU; CHEN, 1996b) ¢ da hemolinfa de ostras cultivadas da espécie
Crassostrea gigas (LE ROUX et al., 2005).

Ainda acerca da produgdo de proteases, dados semelhantes aos obtidos na
presente pesquisa (Tabela 4, p. 50; Figura 10, p. 55) foram reportados por Zhang ¢ Austin
(2000). Os autores observaram atividade enzimética contra caseina em vibrios isolados de
camarao (Penaeus chinensis) e peixes marinhos. Austin et al. (2005) detectaram a expressao
de caseinase por 92,3% das estirpes de Vibrio testadas e alertaram para o papel dessa enzima
na patogenicidade bacteriana contra organismos aquaticos.

Masini et al. (2007) realizaram caracterizagdo enzimatica de vibrios provenientes
de ambiente marinho com baixo impacto antropico e obtiveram uma frequéncia de 82,7% de
positividade para o teste de hidrolise da elastina. Ainda nesse contexto, Lafisca et al. (2008)
revelaram atividade elastolitica em 5,8% de cepas ambientais de V. alginolyticus, fato que ndo
pode ser comparado aos achados do presente estudo, uma vez que o Unico isolado dessa
espécie mostrou-se clastase-negativo. Por outro lado, Manilal et al. (2010) investigaram a
presenga de fatores de viruléncia em espécies de Vibrio isoladas de camarao (P. monodon) e
reportaram um indice de cepas elastase-positivas (37,9%) semelhante ao obtido na presente
pesquisa (35%) (Tabela 4, p. 50; Figura 11, p. 55).

As proteases pesquisadas (gelatinase, caseinase e elastase) encontram-se
envolvidas, principalmente, na obtengdo de nutrientes protéicos para os microrganismos.
Entretanto, a secre¢ao dessas enzimas por bactérias pode concorrer para a instalacdo e
agravamento de infec¢des sendo, por essa razdo, considerada fator de viruléncia para peneidos
cultivados (LEE; YU; LIU, 1997; ALAVANDI et al., 2006) .

Ha evidéncias de que a regulagdo dessas proteases em bactérias ocorre via
quorum-sensing (ZHU; THURUTHYIL; WILLCOX, 2002; NATRAH et al., 2011). Por outro
lado, ndo ha consenso sobre o tipo especificidade, uma vez que ja foi relatada, em vibrios,
ocorréncia de expressdo enzimatica espécie-especifica (INTARAPRASONG et al., 2009) e
estirpe-especificas (BAFFONE et al., 2005).
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Assim como a expressdo de proteases, a produgdo das exoenzimas lipase e
fosfolipase por bactérias do género Vibrio parece estar relacionada a capacidade desses
microrganismos de provocar doengas em invertebrados marinhos (ZHONG et al., 2006).

Na presente pesquisa, a atividade fosfolipolitica foi detectada em 94% dos
isolados (Tabela 5; Figura 13, p. 55). Elevados indices de vibrios fosfolipase-positivos
isolados de camardes também foram reportados em trabalhos pretéritos (LIUXY; LEE;
CHEN, 1996; MANILAL et al., 2010). Para Zhong et al. (2006), as caracteristicas dos halos
indicativos da expressdo da fosfolipase sobre gema de ovo (Figura 13, p. 53) podem ser
decorrentes da expressdo do gene VhhA.

A detecgdo de lipase contra Tween 80 observada em 58% das cepas no presente
estudo (Tabela 5) esta de acordo com os resultados obtidos por Kumar et al. (2007), que
verificaram atividade lipolitica em vibrios isolados de camardes cultivados na India. Ainda
nesse contexto, a expressdo de lipase por bactérias do género Vibrio isoladas de peneideos

também foi relatada Zhang e Austin (2000).

Tabela 5 — Expressdo de lipase, fosfolipase e atividade hemolitica por vibrios isolados da hemofinfa do
Litopenaeus vannamei cultivado no Centro de Estudos de Aquicultura Costeira (CEAC) do Instituto de Ciéncias
do Mar (LABOMAR-UFC).

Lipase contra Fosfolipase contra
Hemolise
Tween 80 gema de ovo
Espécies n

+++ ++ o+ - |+ + - B
V. navarrensis | 53 - 25 9 19 4 26 19 4 17

V. brasiliensis | 15 - 6 1 8 4 7 4 - 11

V. parahaemolyticus | 10 - 2 - 8 8 1 - 1 1
V. xuii | 8 - 4 1 3 6 2 - - 5

V. coralliilyticus | 5 - 3 1 1 1 2 2 - 3
V. cholerae | 4 - 2 2 - 2 2 - - -

V. neptunis | 2 - - 1 1 - 1 1 - 1

V. alginolyticus | 1 - 1 - - - 1 - - -
V. diazotrophicus | 1 - - - 1 - - - 1 -
V. vulnificus B3 | 1 - - - 1 1 - - - -
Total 100 - 43 15 42 | 26 42 26 6 38

*n: nimero de cepas, +++: halo com didmetro > 7 mm, ++: halo com didmetro entre 4-6 mm, +: halo com

didmetro <3 mm. B: B hemdlise. -: sem halo.
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A capacidade de produzir B-hemolise verificada em 38% dos isolados (Tabela 5,
p. 52; Figura 12, p. 55) incluindo as espécies V. navarrensis, V. brasiliensis, V.
parahaemolyticus, V. xuii ¢ V. coralliilyticus esta de acordo com a sugestdo de que alguns
indicadores de viruléncia tipicos de espécies, tais como V. parahaemolyticus ja vém sendo
detectados em outros vibrios. Nishibuchi, Janda e Ezaki (1996) demonstraram que estirpes de
V. hollisae oriundas de amostras clinicas podem carrear o gene tdh, responsavel pela
codificacdo de hemolisina, sendo, portanto, marcador de viruléncia. A evidéncia de que
espécies, distintas de V. parahaemolyticus, isoladas de animais de origem marinha sdo
capazes de produzir f-hemolise também ja foi reportada (AUSTIN et al., 2005).

A atividade hemolitica de vibrios isolados de amostras ambientais foi verificada
Baffone et al. (2001) nas espécies V. vulnificus, V. furnissi e V. metshnikovii. Outrossim,
Rodrigues et al. (1993) isolaram cepas -hemoliticas de V. mimicus e V. fluvialis de amostras
de agua do mar e de alimentos de origem marinha. A capacidade do V. coralliilyticus de
produzir B-hemolise em sangue de carneiro (Tabela 5, p. 52) também foi reportada por Austin
et al. (2005), que detectaram hemolise em estirpes oriundas dos invertebrados marinhos
Nodipecten nodosus e Pocillopora damicornis.

Foram verificados 25 perfis enzimaticos nos 100 isolados testados (Tabela 6, p.
54; Apéncie A, p. 96). Os perfis mais recorrentes foram GelCasFosf (n = 17) e GelCasFosfLip
(n = 16). A producdo concomitante de gelatinase, caseinase e fosfolipase por vibrios isolados
de camarao esta de acordo com os achados de Alanvandi et al. (2006).

Todas as cepas que apresentaram atividade hemolitica mostram-se fosfolipase-
positivas. Resultados semelhantes foram verificados por Manilal et al. (2010). A existéncia
desse tipo de correlagdo foi proposta por Wang et al. (2007), que sugeriram a distribui¢ao do
gene tlh codificador da hemolisina como responsavel pela expressdo desses dois caracteres

fenotipicos em vibrios: hemolise e atividade fosfolipolitica.
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Tabela 6 — Perfil enzimatico de 100 estirpes de Vibrio isoladas da hemolinfa do Litopenaeus vannamei cultivado

no Centro de Estudos de Aquicultura Costeira (CEAC) do Instituto de Ciéncias do Mar (LABOMAR-UFC).

Fenotipagem enzimatica n  Espécies (nlimero de isolados)
GelCasFosf 17 V. parahaemolyticus (6), V. navarrensis (6), V. vulnificus
B3 (1), V. xuii (1), V. brasiliensis (2), V. neptunis (1)
GelCasFosfLip 16 V. navarrensis (11), V. alginolyticus (1), V. xuii (1), V.
cholerae (2), V. brasiliensis (1)
GelCasFosfLipHem 11 V. navarrensis (4), V. coralliilyticus (1), V. xuii (2), V.
parahaemolyticus (1), V. brasiliensis (3)
GelCasFosfHem 10 V. navarrensis (4), V. brasiliensis (4), V. xuii (2)
GelCasFosfLipElas 10 V. navarrensis (8), V. xuii (1), V. parahaemolyticus (1)
GelCasElasLipFosfHem 6 V. navarrensis (3), V. coralliilyticus (1), V. xuii (1), V.
brasiliensis (1)
CasFosfLipElas 3 V. navarrensis (3)
GelCasFosfElas 2 V. navarrensis (2)
CasElas 2 V. diazotrophicus (1), V. navarrensis (1)
CasFosfHem 2 V. navarrensis (1), V. brasiliensis (1)
CasFosfLip 2 V. brasiliensis (1), V. cholerae (1)
CasFosfElas 2 V. navarrensis (1), V. coralliilyticus (1)
CasFosfElasHem 2 V. navarrensis (2)
CasFosfLipHem 2 V. navarrensis (1), V. neptunis (1)
GelCasLipElas 2 V. navarrensis (2)
CasFosfLipElasHem 2 V. navarrensis (1), V. coralliilyticus (1)
GelCasFosfElasHem 2 V. navarrensis (1), V. brasiliensis (1)
Fosf 1  V.navarrensis (1)
GelCas 1 V. parahaemolyticus (1)
CasFosf 1  V.parahaemolyticus (1)
GelCasLip 1 V. navarrensis (1)
GelFosfLip 1 V. cholerae (1)
FosfLipElas 1 V. coralliilyticus (1)
GelFosfLipHem 1 V. brasiliensis (1)

*n: numero de cepas positivas. Gel: Gelatinase. Cas: Caseinase. Fosf: Fosfolipase. Lip: Lipase. Hem: B-hemolise.

Elas: Elastase.
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Figura 9 - Halos de hidrdlise da gelatina no Figura 10 - Halos de hidrélise da caseina no
meio de Agar Triptona Soja suplementado meio de Agar Leite contendo 1% de NaCl.
com 0,5% de gelatina (Difco) e 1% de NaCl.

Figura 11 - Halo de hidrdlise da elastina no Figura 12 - Halos caracteristicos de pB-
meio de Agar Noble suplementado com hemdlise no meio de Agar Wagatsuma
0,3% de elastina (Sigma E1625) e 1% de com modificagdes: suplementado com
NaCl. sangue de ovelha e 1% de NaCl.

Figura 13 — Halos de hidrolise de
fosfolipideos em meio Agar Triptona Soja
suplementado com solugdo de gema de ovo
e 1% de NaCl.
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Afora a producdo de proteases, lipase, fosfolipase e deteccdo de atividade
hemolitica, foram verificados espectros complementares de atividade enzimatica em 24

isolados de Vibrio (Figura 14, Apéndice B, p. 99).

Lipase (C14) 2(8.3%)
N-acetil-f-glucosaminidase 3(12,5%)
f-glucosidase 4(16,7%)
o-quimiotripsina 4 (16,7%)
Tripsina § (20.8%) ENimero de cepas
. Cistina arilamidase 3 (20.8%) positivas (%)
= o-glucosidase 10(41,7%)
E p-galactosidase 11 (45, 8%)
ﬁ WValina anlamidase 17(70.8%)
Esterase lipase (C8) 19(79.2%)
Naftol-AS-Bl-fosfohidrolase 20(83,3%)
Esterase (C4) 22(91,7%)
Leucina arilamidase 23 (95.8%)
Fosfatase acida 23 (93,8%)
Fosfatase alcalina 24 (100%)
0 3 10 15 20 25 30

Figura 14 — Detecglo de espectros complementares de atividade enzimatica em 24 isolados de Vibrio
provenientes da hemofinfa de espécimes de camardo Litopenaeus vannamei cultivados no Centro de Estudos de

Aquicultura Costeira (CEAC) do Instituto de Ciéncias do Mar (LABOMAR-UFC).

Todas as cepas foram positivas para as provas de fosfatase alcalina e negativas
para a-galactosidase, B-glucuronidase, o-manosidase e a-fucosidase (Figura 15, p. 57). O
mesmo comportamento foi verificado por Kahla-Nakbi, Chaieb e Bakhrouf (2009) em
pesquisa sobre a ocorréncia de fatores de viruléncia em vibrios isolados de peixes.

Ainda nesse sentido, a expressdo de fosfatase acida e alcalina, Naftol-AS-BI-
fosfohidrolase, esterase (C4), esterase lipase (C8), lipase (C14), leucina arilamidase, valina
arilamidase e tripsina por vibrios isolados de organismos marinhos cultivados também foi
verificada por Thompson et al. (2003). Perfis de atividade enzimatica semelhantes aos da
presente pesquisa foram enumerados por Goarant et al. (2000), que alertaram para a relagao
entre a toxicidade de vibrios e as atividades de fosfatase alcalina, esterase, esterase lipase,

fosfohidrolase, N-acetil-f-glucosaminidase e fosfatase acida.
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Figura 15 — Determinagdo do espectro de atividade enzimatica das cepas 7 (V. alginolyticus), 13 (V. navarrensis)

e 22 (V. navarrensis), através da utilizagdo do kit APIzym (Biomérieux Ref 25200).

4.3 Susceptibilidade a antimicrobianos de estirpes de Vibrio isoladas de hemolinfa de

Litopenaeus vannamei: resisténcia e perfil plasmidial

A literatura pretérita contempla um amplo histérico de deteccdo de vibrios
resistentes a antimicrobianos em camardes de diferentes espécies (MOLITORIS et al., 1985;
ABRAHAM et al., 1997; ROQUE et al., 2001; TENDENCIA; DE LA PENA, 2001;
VASEEHARAN et al., 2005; UYAGUARI et al., 2009; REBOUCAS et al., 2011). Nao raro,
a expressao desse tipo de resisténcia ¢ relacionada ao uso inadequado de farmacos
antibacterianos (HOLMSTROM et al., 2003).

Das 100 cepas analisadas neste trabalho, 75 mostraram-se resistentes a pelo
menos um antimicrobiano (Tabela 7, p. 58). A tnica espécie sensivel a todos os farmacos foi
a V. neptunis. Por outro lado, foi verificada resisténcia em todas as estirpes de V.
parahaemolyticus, V. xuii, V. cholerae, V. alginolyticus, V. diazotrophicus e V. vulnificus B3.
Dos isolados de V. navarrensis, V. brasiliensis e V. coralliilyticus, 71,7%, 60% e 60%,

respectivamente, mostraram resisténcia antimicrobiana.
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Tabela 7 — Resisténcia a antimicrobianos de vibrios oriundos da hemolinfa do camario Litopenaeus vannamei
cultivado no Centro de Estudos de Aquicultura Costeira (CEAC) do Instituto de Ciéncias do Mar (LABOMAR-
UFC).

Espécic N IR (%) Resisténcia
Pen Tet Cfl Amp Atm Cro

V. navarrensis 53  38(71,7) 32 - 3 2 7 1
V. brasiliensis 15 9 (60) 9 - 4 1 - -
V. parahaemolyticus 10 10 (100) 10 9 1 3 - -
V. xuii 8  8(100) 8 - 4 2 - -
V. coralliilyticus 5 3 (60) 3 - - - - -
V. cholerae 4 4 (100) 4 3 - 2 1 -
V. neptunis 2 0 (0) - - - - - -
V. alginolyticus 1 1 (100) 1 - - - - -
V. diazotrophicus 1 1 (100) - - - - 1 -
V. vulnificus B3 1 1 (100) 1 1 - - -

Total 100 75 68 13 12 10 9 1

*n: nimero de isolados. nR = numero de isolados resistentes. Pen: Pencilina G. Tet: Tetraciclina. Amp:

Ampicilina. Cfl: Cefalotina. Atm: Aztreonam. Cro: Ceftriaxona.

Em pesquisa sobre o perfil de susceptibilidade a antimicrobianos de V.
parahaemolyticus oriundos de camardo, Bhattacharya, Choudhury e Kumar (2000) revelaram
a ocorréncia de cepas resistentes a ampicilina e sensiveis a nitrofurantoina e ao 4acido
nalidixico. Esses achados podem ser comparados aos do presente estudo, uma vez que trés
estirpes de V. parahaemolyticus mostraram-se resistentes a ampicilina, ¢ todas foram
sensiveis aos demais antimicrobianos testados.

Na Tabela 8 (p. 59) e Apéndice A (p. 96) estdo descritos os dados relacionados
aos nove perfis dos 75 vibrios resistentes. O perfil mais freqiiente foi o de monoresisténcia a
penicilina. Em diferentes regides de cultivo de peneideos, a ocorréncia de vibrios penicilina-
resistentes ja foi reportada (VASEEHARAN et al., 2005; JAYASREE; JANAKIRAM;
MADHAVI, 2006). Do mesmo modo, ha relatos da expressdo de resisténcia a ampicilina
(NAKAYAMA et al., 2006) e tetraciclina (AKINBOWALE; PENG; BARTON, 2007) por

vibrios provenientes de ambientes de cultivo de camarao.
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Tabela 8 — Perfis de resisténcia a antimicrobianos de vibrios isolados da hemolinfa do camario Litopenaeus
vannamei cultivado no Centro de Estudos de Aquicultura Costeira (CEAC) do Instituto de Ciéncias do Mar
(LABOMAR-UFC).

Classificacao Perfil n Espécies (nimero de isolados resistentes)
V. navarrensis (28), V. xuii (4), V.
Monoresisténcia Pen 38 coralliilyticus (3), V. brasiliensis (2), V.
(n=42) alginolyticus (1)
Atm 4 V. navarrensis (3), V. diazotrophicus (1)
V. navarrensis (3), V. brasiliensis (3), V. xuii
PenCfl )
(2), V. parahaemolyticus (1)
Resisténcia cruzada PenAtm 5 V. navarrensis (4), V. cholerae (1)
a B-lactamicos PenAmp 2 V. navarrensis (2)
(n=20) CroAtm 1 V. navarrensis (1)
PenCflAmp 3 V. xuii (2), V. brasiliensis (1)
Resisténcia V. parahaemolyticus (6), V. cholerae (1) e V.
PenTet 8 .
multipla vulnificus (1)
(n=13) PenTetAmp 5 V. parahaemolyticus (3), V. cholerae (2)

*n: nimero de isolados resistentes. Pen: Pencilina G. Tet: Tetraciclina. Amp: Ampicilina. Cfl: Cefalotina. Atm:

Aztreonam. Cro: Ceftriaxona.

No Brasil, Costa et al. (2008) detectaram cepas de Vibrio resistentes a ampicilina,
a sulfazotrim e a ceftriaxona em amostras do camardo Litopenaeus vannamei ¢ sugeriram que
os peneideos e a area de cultivo estudada poderiam constituir fontes de bactérias resistentes.
Na presente pesquisa foi verificada uma cepa com resisténcia cruzada a ceftriaxona e a
aztreonam, entretanto, ndo foi observada resisténcia a sulfazotrim.

Com relacdo a caracterizagdo da resisténcia, apenas 14 estirpes apresentaram
resisténcia plasmidial (Tabela 9, p. 60). Possivelmente, a resisténcia das demais cepas aos

antimicrobianos foi mediada por cromossomo (Figura 16, p. 60).
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Tabela 9 — Mediag@o plasmidial da resisténcia antimicrobiana de vibrios isolados da hemolinfa do camardo
Litopenaeus vannamei cultivado no Centro de Estudos de Aquicultura Costeira (CEAC) do Instituto de Ciéncias
do Mar (LABOMAR-UFC).

Cepa Espécic Perfil de Perfil pds-cura
resisténcia  Resistente Sensivel
1 V. coralliilyticus Pen - Pen
2 V. navarrensis Pen - Pen
3 V. navarrensis PenAmp - PenAmp
4 V. navarrensis PenAmp Pen Amp
10 V. navarrensis Pen - Pen
11 V. navarrensis Pen - Pen
17 V. navarrensis PenAtm - PenAtm
20 V. navarrensis PenAtm Atm Pen
44 V. navarrensis Pen - Pen
81 V. navarrensis Pen - Pen
96 V. navarrensis PenAtm Atm Pen
104 V. brasiliensis PenCfl - Pen
125 V. brasiliensis Pen - Pen
129 V. brasiliensis Pen - Pen

* Pen: Penicilina. Amp: Ampicilina. Atm: Aztreonam.

Figura 16 — A: Cepa 32 com perfil fenotipico de resisténcia a penicilina e tetraciclina. B: Antibiograma pds-cura

da cepa 32 evidenciando resisténcia fenotipica a penicilina, tetraciclina e ampicilina.
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Em bactérias do género Vibrio, a existéncia de plasmideo codificador de
resisténcia a penicilina foi sugerida por Reid e Amyes (1986), que descreveram o plasmideo
SAR-1 como capaz de hidrolisar os antibidticos carbenicilina e penicilina G. Segundo os
autores, o mecanismo de resisténcia mais comum a B-lactdmicos ¢ a producdo de enzimas -
lactamases, que hidrolisam o antibidtico e o tornam inativo.

Outrossim, Teo, Suwanto e Poh (2000) relacionaram a resisténcia a ampicilina em
vibrios a uma possivel via de mediagdo por genes B-lactamase blaVHW-1 e blaVHH-1 de
aproximadamente 60 kb presentes em plasmideos.

Molina-Aja et al. (2002) em estudo sobre perfil plasmidial e resisténcia a
antibidticos em cepas de Vibrio isoladas de peneideos, detectaram uma incidéncia de isolados
de hemolinfa resistentes a cefalotina superior a da presente pesquisa, com 36,1% das cepas
portadoras de resisténcia a esse P-lactdmico. Os mesmos autores atribuiram a um plasmideo
de 21.226 pb a capacidade de codificar para a resisténcia a cefalotina, caracterizando,
portanto, essa resisténcia como plasmidial. Esse achado ndo pode ser comparado ao do
presente estudo, uma vez que a resisténcia a cefalotina, observada em 12 cepas, foi de

natureza, possivelmente, cromossomial.

4.4 Bioatividade dos extratos etanolicos de sementes de Moringa oleifera frente a

bactérias do género Vibrio

A atividade vibriocida da parte aérea de M. oleifera foi relatada por Peixoto et al.
(2011). Os autores testaram a biotividade de extratos de folhas de moringa contra cepa padrao
de V. parahaemolyticus e verificaram valores médios de halo de inibi¢ao de 21,9 e 20,7 para
os extratos etanolicos € aquosos, respectivamente.

Estudos recentes sobre as propriedades bioativas da semente de moringa destacam
os multiplos usos dessa fanerdgama, a saber: remocao de turbidez de aguas contaminadas por
coagulacdo (GOLESTANBAGH et al., 2011), biossor¢do de metais pesados de efluentes
(ARAUIJO et al., 2010), atividade antiinflamatoria (LEITE et al., 2011) e antibacteriana
contra S. aureus ¢ E. coli (FERREIRA et al., 2011). Entretanto, a biotividade contra vibrios
ainda ndo foi amplamente pesquisada. Nas tabelas 10 (p. 62) e 11 (p. 63) estdo descritos os
dados referentes a atividade vibriocida dos extratos etandlicos obtidos por extragdo a frio

(MOS-E) e a quente (MOS-ES), respectivamente, a partir das sementes de M. oleifera. Por
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outro lado, as figuras 17, 18, 19 (p. 63) e 20 (p. 63) mostram os halos de inibi¢ao dos extratos

bioativos.

Tabela 10 — Distribuig@o, de acordo com a média do halo de inibi¢do (mm), do niimero de cepas inibidas pelo

extrato etandlico a frio de sementes de Moringa oleifera (MOS-E).

Médias dos halos de inibigdo em mm

Espécie n
22-24  19-21 16-18 13-15 10-12 799

V. navarrensis 53 1 2 5 27 15 3

V. brasiliensis 15 - 1 2 4 2 5

V. parahaemolyticus 10 - - - - - 9
V.xuii 8 - - - 1 - 5

V. coralliilyticus 5 - - 2 1 1 1
V.cholerae 4 - - - 2 1 1

V. neptunis 2 - - 1 - 1 -

V. alginolyticus 1 - - - 1 - -

V. diazotrophicus 1 - 1 - - - -

V. wvulnificus B3 1 - - - - - -

V. parahaemolyticus IOC* 1 - - 1 - - -
Staphylococcus aureus ATCC25923% 1 - 1 - - - -
Total 102 1 5 11 36 20 24

*n: nimero de isolados. a: cepa padrdo utilizada como controle Gram negativo. b: cepa padrio utilizada como

controle Gram positivo

Figura 17 - A) Halos de inibicdo do MOS-ES Figura 18 - A) Halos de inibicdo do MOS-ES
(cepa 64 — V. navarrensis). B) Halos de (cepa 70 — V. brasiliensis). B) Halos de
inibicdo do MOS-E (cepa 64). C) Controle inibicdo do MOS-E (cepa 70). C) Controle
negativo (disco embebido com etanol PA) e negativo (disco embebido com etanol PA) e

positivo (cloranfenicol 30 pg). positivo (cloranfenicol 30 pg).
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Tabela 11 — Distribuicao, de acordo com a média do halo de inibi¢do (mm), do nimero de cepas inibidas pelo

extrato etandlico a quente de sementes de Moringa oleifera (MOS-ES).

Meédias dos halos de inibicdo em mm

Espécie N
19-21 16-18 13-15 10-12 79 O
V. navarrensis 53 1 6 14 26 5 1
V. brasiliensis 15 1 2 2 4 3 3
V. parahaemolyticus 10 - - - - 9 1
V.oxuii 8 - - - 1 7 -
V. coralliilyticus 5 - - 1 3 1 -
V. cholerae 4 - - 1 1 1 1
V. neptunis 2 - - - 2 - -
V. alginolyticus 1 - - 1 - - -
V. diazotrophicus 1 - 1 - - - -
V. vulnificus B3 1 - - - - - 1
V. parahaemolyticus IOC* 1 - 1 - - - -
Staphylococcus aureus ATCC25923° 1 - 1 - - - -
Total 102 2 11 19 37 26 7

*n: nimero de isolados. a: cepa padrdo utilizada como controle Gram negativo. b: cepa padrdo utilizada como

controle Gram positivo

Figura 19 - A) Halos de inibigdo do MOS-ES ~ Figura 20 — A) Halos de inibi¢do do MOS-ES e
(cepa 86 — V. navarrensis). B) Halos de MOS-E frente a cepa padrdo de Staphylococcus
inibigdo do MOS-E (cepa 86). C) Controle aureus ATCC 25923 . B) Halos de inibigdo do
negativo (disco embebido com etanol PA) e MOS-ES ¢ MOS-E frente a cepa padrdo de V.
positivo (cloranfenicol 30 pg). parahaemolyticus IOC Kanagawa positiva.
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Apenas cinco cepas foram resistentes ao extrato MOS-E, por outro lado, 36
tiveram crescimento inibido, com médias de halos de inibi¢ao situadas na faixa de 13 a 15
mm (Tabela 10; Figuras 17 e 18, p. 62). Quando comparados os extratos, os testes com o
MOS-ES demonstraram uma taxa de inibi¢cdo bacteriana um pouco menor, uma vez que a
maioria das cepas (n = 37) teve inibi¢do indicada por halos com média assentada no intervalo
de 10 a 12 mm (Tabela 11; Figura 19, p. 63). Soma-se a isso o fato de sete estirpes terem sido
resistentes a0 MOS-ES. O maior halo de inibi¢ao (22 a 24 mm) foi observado quando do teste
do MOS-E contra uma cepa de V. navarrensis (Tabela 10, p. 62). Ambos os extratos mostram
efeito antibacteriano contra o controle Gram positivo (Staphylococcus aureus) e Gram
negativo (Vibrio parahaemolyticus) (Tabelas 10, p. 62; Tabela 11 e Figura 20, p. 63). Os
extratos MOS-H e MOS-HS ndo apresentaram bioatividade contra nenhum isolado (n = 100).

Chama-se a atengdo para o elevado indice de inibicdo de ambos os extratos (95%
para MOS-E ¢ 93% para MOS-ES) (Apéndice C, p. 101) contra vibrios portadores de fatores
de viruléncia e resistentes a antimicrobianos. Essa atividade vibriocida esta de acordo com os
achados de Vieira et al. (2010), que pesquisaram a atividade antibacteriana de extratos
etandlicos de sementes de moringa e verificaram halos de inibi¢do variando de 26 a 29,5 mm
contra V. cholerae cléassico 569B.

O estudo de faner6gamas para triagem de compostos ativos contra espécies de
Vibrio veiculadas a doengas em humanos vem sendo discutido. Thakurta et al. (2007)
demonstraram o efeito antibacteriano de extratos de nim, espécie Azadirachta indica, sobre os
sorotipos O1, 0139, ndo-O1 e nd0-0O130 de V. cholerae. Akinsinde e Olukoya (1995), em
estudo sobre o efeito bactericida in vitro de 14 espécies de plantas medicinais da Nigéria,
também observaram bioatividade contra V. cholerae. Ainda nesse sentido, Guevara,
Chumpitaz e Valencia (1994) propuseram a utilizacdo de extratos de casca de roma (Punica
granatum) como uma alternativa para o tratamento da célera.

Ainda nesse contexto, extratos de semente de moringa também foram utilizados
em testes contra cepa padrdo de V. cholerae. Atieno et al. (2011) observaram bioatividade de
extratos hexanicos e metandlicos das sementes de M. oleifera e M. stenopetala contra
Salmonella Typhi, E. coli e V. cholerae. Os autores reportaram tamanhos médios de halo de
inibigdo para a espécie de Vibrio de 22,2 e 13,8 para os extratos hexanicos e metanolicos de
M. oleifera, respectivamente. Os dados supracitados corroboram a assertiva de que as
sementes de moringa possuem potencial vibriocida, entretanto, ndo podem ser comparados
aos da presente pesquisa, uma vez que nao foi detectada atividade antibacteriana nos extratos

hexanicos (MOS-H e MOS-HS).
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Duas espécies, V. parahaemolyticus (n = 1) e V. vulnificus (n = 1), veiculadas a
etiologias bacterianas em camardes (LONGYANT et al., 2008) mostraram-se resistentes a
todos os extratos testados (Tabela 10, p. 62; Tabela 11, p. 63). A resisténcia dessas espécies a
extratos de sementes de faner6gamas foi demonstrada por Penduka, Okoh e Okoh (2011).

A despeito da ocorréncia de compostos com atividade antibacteriana em
diferentes partes da moringa j& estd sendo relatada desde o inicio da década de 1980
(EILERT; WOLTERS; NAHRSTEDT, 1981), entretanto, a sua utilizacio para fins
epizodticos foi pouco explorada. Diante do exposto, somam-se aos dados obtidos pelo teste de
difusdo em disco (Tabela 10, p. 62; Tabela 11, p. 63) os resultados da determinacdo da
Concentracao Inibitoria Minima (CIM) como evidéncia do elevado potencial antibacteriano
dos extratos etanolicos de MOS-E e MOS-ES contra vibrios de interesse para carcinicultura.

A pesquisa da CIM do MOS-E revelou que 83 (90,2%) cepas foram inibidas na
presenca de uma concentra¢io de 32 pg mL™, as concentragdes de 8, 16 ¢ 64 pg mL™' foram
capazes de inibir 1, 6 e 2 cepas, respectivamente. Ainda nesse sentido, a MIC do MOS-ES
capaz de inibir o maior percentual de cepas (n = 88; 97,8%) foi a de 32 pg mL™. Por outro
lado, apenas 2 (2,2%) das cepas foram inibidas em CIM de 16 pg mL™' de MOS-ES.

De acordo com Holetz et al. (2002), extratos de vegetais superiores que
apresentam valores de CIM situados abaixo de 100 pg mL™' possuem elevada atividade
antibacteriana. Considerando esse critério de classificagdo, os valores obtidos para CIM
sugerem que os extratos etandlicos de MOS-E e MOS-ES possuem um expressivo efeito
contra vibrios portadores de fatores de viruléncia e resistentes a antimicrobianos.

Os resultados satisfatorios obtidos nos testes de difusdo em disco ¢ a defini¢ao da
CIM foram determinantes para realizacdo de estudos complementares, a partir da triagem
bioguiada de compostos bioativos. O estudo da bioatividade das fragdes diclorometano
(CH,Cl,), acetato de etila (AcOEt) e metanol (MeOH) de MOS-E e MOS-ES revelou que
apenas as fragdes MOS-E-AcOEt e MOS-ES-AcOEt apresentaram atividade antibacteriana
(Tabela 12; Figuras 21 e 22, p. 66).

O efeito antimicrobiano seletivo de fracdes de extratos bruto de moringa também
foi verificado por Nantachit (2006). O autor observou que a fragdo diclorometano foi ativa

contra E. coli.
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Tabela 12 — Média de halos de inibicao das fra¢des diclorometano (CH,Cl,), acetato de etila (AcOEt) e metanol

(MeOH) dos extratos etandlicos (MOS-E e MOS-ES) de sementes de Moringa oleifera contra dez estirpes de

Vibrio isoladas da hemolinfa do camardo Litopenaeus vannamei.

Meédias dos halos de inobi¢ao (mm)

Cepas Espécies Fracdes MOS-E Fracdes MOS-ES
CH,Cl, AcOEt MeOH CH,)Cl, AcOEt MeOH
1 V. coralliilyticus - 14,51+0,07 - - 12,10+0,08 -
7 V. alginolyticus - 12,65+0,06 - - 10,52+0,45 -
13 V. navarrensis - 15,71+0,21 - - 14,03+0,07 -
35 V. diazotrophicus - 17,14+0,04 - - 16,58+0,42 -
40 V. navarrensis - 15,75+0,35 - - 11,82+0,31 -
42 V. xuii - 12,39+0,24 - - 11,80+0,25 -
46 V. parahaemolytcius - 8,53+0,15 - - 7,66+0,12 -
89 V. neptunis - 18,54+0,42 - - 11,18+0,09 -
97 V. cholerae - 8,46+0,09 - - 7,324+0,10 -
98 V. brasiliensis - 15,01+0,05 - - 14,61+0,15 -

Figura 21 - Halos de inibicdo de MOS-E-
AcOEt frente a: a) V. diazotrophicus b) V.
alginolytcius ¢) V. xuii d) V. coralliilyticus ¢)
V. navarrensis f) V. navarrensis.

* - sem halo de inibigdo.

Figura 22 - Halos de inibicio MOS-ES-
AcOEt frente a: a) V. navarrensis b) V. xuii
¢) V. diazotrophicus d) V. coralliilyticus e)

V. navarrensis f) V. alginolytcius.

As fracdes acetato de etila foram selecionadas e submetidas a fracionamento

cromatografico por CLAE para isolamento de substancias bioativas (item 3.9, p. 44).
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4.5 Identificaciao das substancias isoladas

A partir da fragdo MOS-ES-AcOEt, foram identificadas trés substancias S1
(MOS-ES-1), S2 (MOS-ES-2) e S3 (MOS-ES-3). Devido a pequena quantidade obtida da
substancia MOS-ES-2 (S2) ndo foi possivel obter dados espectroscopicos que permitissem a
sua caracterizacao estrutural. As outras duas substancias obtidas a partir da fracdo MOS-ES-
AcOEt também foram obtidas em pequenas quantidades e foram identificadas apenas com
base nas andlises de Cromatografia em Camada Delgada (CCD). Além disso, a purga desta
fragdo rendeu 23 mg de uma mistura de substancias menos polares que niao foram

identificadas (Figura 23).

Figura 23 - Placa da Cromatografia em Camada Delgada (CCD) da analise por CLAE da fracio MOS-ES-
AcOEt. 1 = MOS-ES-1; 2 = MOS-ES-3; P = purga da coluna; eluente = CH,Cl,/MeOH (95:5) e revelador =

solucdo de vanilina.

4.5.1 Caracterizacao estrutural da substincia MOS-ES-1 (S1)

A substancia S1 foi isolada como s6lido amorfo esbranquigado e apresentou p.f.
129-132 °C, [M + Na]"= 302,1012. RMN 'H (500 MHz, CD;0D): § 7,28 (2H, d, J = 8,6 Hz);
7,07 (2H, d, J = 8,6 Hz); 5,43 (1H, d, J = 1,4 Hz); 3,84 (1H, dd, J = 3,4 ¢ 9,5 Hz); 3,82 (2H,
s); 3,82 (2H, m); 3,62 (1H, m); 3,46 (1H, t, J = 9,5 Hz); 1,21 (3H, d, J = 6,2 Hz). RMN “*C
(125 MHz, CD;0D): 6 157,4 (C-1); 118,1 (C-2 e C-6); 130,2 (C-3 e C-5); 125,8 (C-4); 22,7
(C-7); 119,8 (C-8); 99,9 (C-1"); 72,0 (C-2"); 72,0 (C-3); 73,8 (C-4"); 70,7 (C-5); 18,0 (C-6°).
IV Vina/em™ (KBr) 3411 (vo.n), 2948 (v.c.n), 2250 (vean), 1611-1513(vec), 1227 (veo).
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A andlise dos dados espectrométricos somada a comparacdo com os dados da
literatura (FAIZI et al., 1994) permitiram caracterizar a substancia S1 como sendo a 4-[(a-L-

ramnosiloxi)benzil]nitrila ou niazirina (Figura 24).

Figura 24 — Estrutura quimica do composto vibriocida niazirina isolado da fragdo acetato de etila do extrato

etandlico de semente de Moringa oleifera - MOS-ES.

4.5.2 Caracterizacao estrutural da substancia MOS-ES-3 (S3)

A substidncia S3 também foi isolada como so6lido amorfo esbranquicado e
apresentou p.f. 130-133 °C, [M + CI]"'=392,0951, RMN "H (500 MHz, CDs;OD): 6 7,25 (2H,
d, J=28,7 Hz); 7,01 (2H, d, J = 8,7 Hz); 5,40 (1H, d, J = 1,8 Hz); 4,63 (2H, s); 4,46 (2H, q, J
=7,1 Hz); 3,99 (1H, dd, J = 1,8 ¢ 3,4 Hz); 3,83 (1H, dd, J = 3,4 ¢ 9,5 Hz); 3,62 (1H, m); 3,45
(1H, t, J = 9,5 Hz); 1,29 (3H, t, J = 7.1 Hz); 1,21 (3H, d, J = 6,2 Hz), RMN "°C (125 MHz,
CD;0D): 6 157,1 (C-1); 117,6 (C-2 e C-6); 130,1 (C-3 e C-5); 133,1 (C-4); 49,0 (C-7); 192,3
(C-8); 66,9 (C-9); 14,7 (C-10); 100,2 (C-17); 72,1 (C-27); 72,3 (C-3"); 73,9 (C-4"); 70,6 (C-
5%); 18,0 (C-6"). IV vmax/cm™ (KBr) 3405 (vo.), 2948 (vcn), 1611-1513(ve=c), 1233 (ve-s).

A andlise de todos os dados espectrométricos € comparagdo com dados da
literatura (FAIZI et al., 1992) possibilitaram caracterizar a susbténcia S3 como sendo O-etil-

4-[(a-L-ramnosiloxi)benzil Jtiocarbamato ou niazimicina (Figura 25, p. 69).
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Figura 25 - Estrutura quimica do composto vibriocida niazimicina isolado da fracdo acetato de etila do extrato

etandlico de semente de Moringa oleifera - MOS-ES.

4.6 Avaliacao da atividade antibacteriana das substancias isoladas

Os resultados da bioatividade das substancias S1 e S3 contra dez estirpes de
Vibrio estdo sumarizados na Tabela 13 (p. 70). Quando comparadas as substancias 1 ¢ 3 (S1 ¢
S3), usando como critério o tamanho do halo de inibi¢do, verificou-se uma maior eficiéncia

antibacteriana da S3 (Figura 26) contra todas as estirpes testadas (Tabela 13, p. 70).

Figura 26 — Halos de inibi¢do das substancias 1 (S1) e 3 (S3) contra uma cepa de V. diazotrophicus isolada da
hemolinfa do camardo Litopenaeus vannamei cultivado no Centro de Estudos de Aquicultura Costeira (CEAC)
do Instituto de Ciéncias do Mar (LABOMAR-UFC).
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Tabela 13 — Média de halos de inibigdo das substancias 1 (S1) e 3 (S3), isoladas das fragdes acetato de etila
(AcOEt) dos extratos etanodlicos (MOS-E e MOS-ES) de sementes de Moringa oleifera, contra dez estirpes de

Vibrio oriundas da hemolinfa do camardo Litopenaeus vannamei.

Fragao AcOEt MOS-ES

Cepas Espécies
S1 S2 S3
1 V. coralliilyticus 8,11+0,09 nt 14,04+0,02
7 V. alginolyticus 8,32+0,02 nt 15,98+0,09
13 V. navarrensis 9,76+0,43 nt 19,89+0,11
35 V. diazotrophicus 7,42+0,24 nt 21,21+0,24
40 V. navarrensis 9,77+0,15 nt 17,89+0,12
42 V. xuii 8,76+0,29 nt 20,33+0,06
46 V. parahaemolytcius  7,66+0,45 nt 9,90+0,07
89 V. neptunis 7,14+0,11 nt 20,11+0,03
97 V. cholerae 7,30+0,27 nt 10,15+0,18
98 V. brasiliensis 7,99+0,02 nt 18,75+0,06

*nt: ndo testado

Barreto et al. (2009) determinaram os constituintes quimicos volateis e ndo
volateis de dleos essenciais de M. oleifera e isolaram derivados de niazirina e niazirinina de
extratos etanolicos de suas folhas. De acordo com os autores, os dados obtidos para essas
substancias foram compardveis aos descritos para 4-Oacetil-alfa-ramnosideos, tratando-se,
portanto, de 4-[4’-O-acetil-a-L-ramnosiloxibenzil]nitrila denominada de niazirinina. Esses
dados estdo de acordo com os achados da presente pesquisa no que se refere a ocorréncia de
nitrilas bioativas em diferentes partes da espécie M. oleifera.

A partir de extratos etandlicos de sementes de moringa, Guevara et al. (1999)
descreveram as estruturas semelhantes as descritas no presente estudo, a saber: O-etil-4-(a-L-
ramnosiloxi)benzil carbamatos, 4(a-L-ramnosiloxi)-benzil isotiocianato, niazimicina, 3-O-(6'-
O-oleoil-B-D-glucopiranosil)-f-sitosterol, B-sitosterol-3-O-B-D-glucopiranosideo, niazirina,
B-sitosterol e glicerol-1-(9-octadecanoato). Os autores alertaram para a bioatividade da
niazimicina e niazirina.

Outrossim, Gilani et al. (1994) isolaram quatro compostos bioativos, a partir do

fracionamento bioguiado de extratos etandlicos de folhas de M. oleifera, e também obtiveram
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substancias compativeis com aquelas descritas na presente pesquisa: niazinina A, niazinina B,
niazimicina, niazinina A +B.

Somam-se as substincias supracitadas, os compostos O-etil-p-hidroxibenzeno
carbamato e O-metil-4-[(2°,3”,4’-tri-O-acetil-a-L-ramnosiloxi)benzil] tiocarbamato como
isolados de extratos de folhas de M. oleifera (FAIZI et al., 1995; FAIZI et al., 1997).
Considera-se a adicdo de metanol ou etanol ao isiotiocianato como via de sintese de
glicosideos tiocarbamatos em moringa (FAIZI et al., 1995).

Desde a década de 1990, atividades bioldgicas de interesse farmacologico de
nitrilas isoladas de moringa vem sendo descritas, destacando-se as fungdes antitumorais
(MURAKAMI et al., 1998), anti- hipertensivas (FAIZI et al., 1994) ¢ a prevengdo na
carcinogénese (GUEVARA et al., 1999).

Cita-se a niazimicina presente em sementes de moringa como um potente fator
antitumoral, que pode ser utilizado como medida profilatica ou terapéutica no tratamento de
infec¢do por HSV-1 (ANWAR et al., 2007).

Mesmo ndo sendo a primo descricdo de glicosideos carbamatos em partes
constituintes da espécie M. oleifera (MENEZES, 2006), merece destaque o seu pontencial
vibriocida ndo explorado. No presente estudo, as substincias niazirina e niazimicina mostram
elevada eficiéncia antibacteriana contra vibrios com perfil fenotipico compativel com a
presenca de fatores de viruléncia (exoenzimas e produtores de B-hemdlise), resisténcia
cruzada a [-lactdmicos, mono e multirresisténcia a antimicrobianos. Esses achados sugerem
uma nova classe de compostos vibriocidas de interesse para atividades aquicolas. Além disso,
os resultados estdo de acordo com a demanda de pesquisa de novos farmacos antibacterianos
alternativos para a mitigacdo dos impactos gerados pelo uso indiscriminado de

antimicrobianos em cultivos aquicolas.



72

CONCLUSOES

O presente estudo sustenta as seguintes conclusoes:

A hemolinfa de camardes (L. vannamei) aparentemente saudaveis pode ser colonizada
por bactérias do género Vibrio.

As espécies V. navarrensis, V. parahaemolyticus, V. xuii, V. coralliilyticus, V.
cholerae, V. neptunis, V. alginolyticus, V. diazotrophicus e V. vulnificus B3 podem ser
isoladas de hemolinfa de camardes (8,8+1,5 g/ 9,5+0,7 cm) aparentemente sadios.
Estirpes de Vibrio portadores de fatores de viruléncia e resistentes a antimicrobianos
podem ser utilizadas como modelo para triagem bioguiada de compostos
antibacterianos em fanerogramas.

As CIMs dos extratos MOS-E e MOS-ES ndo se mostraram elevadas, caracterizando,
portanto, o elevado potencial antibacteriano das sementes de Moringa oleifera frente a
vibrios autdctones do camardo L. vannamei.

As substancias niazirina ¢ niazimicina, isoladas de sementes de Moringa oleifera,
possuem elevado potencial vibriocida, caracterizado pela inibi¢do de cepas de Vibrio

resistentes a firmacos antibacterianos e produtoras de exoenzimas.
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APENDICE A - Fatores de viruléncia e perfil fenotipico de resisténcia a antimicrobianos dos
vibrios (n = 100) isolados da hemolinfa do Litopenaeus vannamei.

Cédigo Espécie Fatores de viruléncia Resistente a

da cepa
1 V. coralliilyticus FosLipElas Pen
2 V. navarrensis CasFosfLipElas Pen
3 V. navarrensis GelCasFosfLipElas PenAmp
4 V. navarrensis GelCasFosfLip PenAmp
5 V. navarrensis GelCasFosfElasHem -
6 V. navarrensis Fosf Pen
7 V. alginolyticus GelCasFosfLip Pen
8 V. navarrensis CasFosfLipHem -
10 V. navarrensis GelCasFosfLip Pen
11 V. navarrensis GelCasFosfLip Pen
12 V. navarrensis GelCasFosfElas Pen
13 V. navarrensis GelCasFosfLipElas Pen
14 V. navarrensis CasFosfLipElas Pen
16 V. navarrensis CasFosfElas PenCfl
17 V. navarrensis GelCasLipElas PenAtm
18 V. coralliilyticus CasFosfLipElasHem -
19 V. navarrensis GelCasFosfLip Pen
20 V. navarrensis GelCasLipElas PenAtm
21 V. parahaemolyticus GelCasFosf PenTet
22 V. navarrensis GelCasFosfLipElas Pen
23 V. navarrensis GelCasFosfLip Pen
24 V. navarrensis GelCasFosfLipHem -
25 V. navarrensis GelCasFosfLipHem -
26 V. navarrensis GelCasFosfLipElas Pen
28 V. parahaemolyticus GelCasFosf PenTetAmp
30 V. parahaemolyticus GelCasFosf PenTet
31 V. parahaemolyticus CasFosf PenTetAmp
32 V. parahaemolyticus GelCasFosf PenTetAmp
35 V. coralliilyticus GelCasFosfLipHem Pen
36 V. xuii GelCasFosfLip PenAmpCfl
37 V. navarrensis CasFosfLipElas Pen
38 V. navarrensis GelCasFosfLip Pen
40 V. navarrensis GelCasFosfHem -
42 V. navarrensis GelCasFosfLipElas Pen
43 V. diazotrophicus CasElas Atm
44 V. navarrensis GelCasFosfLip Pen
46 V. navarrensis GelCasFosfLipHem -
47 V. parahaemolyticus GelCasFosf PenTet
48 V. parahaemolyticus GelCasFosf PenTet
51 V. navarrensis GelCasFosfHem -




97

Continuagdo - APENDICE A - Fatores de viruléncia e perfil fenotipico de resisténcia a

antimicrobianos dos vibrios (n = 100) isolados da hemolinfa do Litopenaeus vannamei.

Codigo

Espécie Fatores de viruléncia Resistente a
da cepa
55 V. navarrensis GelCasFosf Atm
56 V. xuii GelCasFosfLipElas Pen
57 V. navarrensis GelCasFosf Pen
58 V. navarrensis CasFosfHem PenAtm
59 V. xuii GelCasFosfLipHem PenCflAmp
60 V. parahaemolyticus GelCas PenTet
62 V. parahaemolyticus GelCasFosfLipHem PenCfl
64 V. navarrensis GelCasFosfLip Pen
65 V. vulnificus B3 GelCasFosf PenTet
69 V. parahaemolyticus GelCasFosfLipElas PenTet
70 V. navarrensis GelCasFosfLipElas -
71 V. navarrensis GelCasFosfLipElas Pen
73 V. navarrensis CasElas Atm
78 V. xuii GelCasFosfLipHem Pen
79 V. xuii GelCasFosfHem Pen
81 V. navarrensis GelCasFosfLip Pen
82 V. navarrensis CasFosfElasHem -
83 V. navarrensis GelCasFosfLipElas Pen
84 V. corallilyticus GelCasFosfLipElasHem -
86 V. coralliilyticus CasFosfElas Pen
87 V. navarrensis GelCasFosfElas Atm
88 V. xuii GelCasFosfHem Pen
89 V. xuii GelCasFosfLipElasHem PenCfl
90 V. xuii GelCasFosf PenCHl
91 V. navarrensis CasFosfLipElasHem -
92 V. navarrensis GelCasFosfHem Pen
93 V. navarrensis GelCasFosfLipElasHem Pen
94 V. navarrensis GelCasFosfLipElasHem Pen
95 V. navarrensis GelCasFosf Pen
96 V. navarrensis GelCasFosf PenAtm
98 V. brasiliensis GelCasFosfHem PenCfl
99 V. navarrensis GelCasFosfLipElasHem -
100 V. brasiliensis GelCasFosfHem PenCfl
101 V. brasiliensis GelCasFosf -
103 V. brasiliensis CasFosfLip -
104 V. brasiliensis GelCasFosfLipHem PenCfl
105 V. neptunis CasFosfLipHem -
106 V. navarrensis CasFosfElasHem CroAtm
107 V. navarrensis GelCasFosf Pen
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Continuagdo - APENDICE A - Fatores de viruléncia e perfil fenotipico de resisténcia a

antimicrobianos dos vibrios (n = 100) isolados da hemolinfa do Litopenaeus vannamei.

Codigo Espécie Fatores de viruléncia Resistente a

da cepa
108 V. cholerae CasFosfLip PenAtm
109 V. navarrensis GelCasLip Pen
110 V. navarrensis GelCasFosfHem Pen
112 V. cholerae GelCasFosfLip PenTetAmp
113 V. brasiliensis GelCasFosfLipHem PenCflAmp
114 V. navarrensis GelCasFosfLip Pen
115 V. navarrensis GelCasFosfLipHem PenCfl
116 V. navarrensis GelCasFosfLip -
118 V. brasiliensis GelCasFosfLip -
119 V. brasiliensis GelFosfLipHem -
120 V. neptunis GelCasFosf -
121 V. navarrensis GelCasFosf PenCfl
122 V. cholerae GelCasFosfLip PenTet
123 V. brasiliensis GelCasFosfElasHem -
124 V. brasiliensis GelCasFosfLipElasHem -
125 V. brasiliensis CasFosfHem Pen
126 V. brasiliensis GelCasFosfHem -
127 V. brasiliensis GelCasFosf -
128 V. cholerae GelFosfLip PenTetAmp
129 V. brasiliensis GelCasFosfHem Pen
130 V. brasiliensis GelCasFosfLipHem -




APENDICE B - Espectro de atividade enzimatica de 24 isolados de Vibrio.

Atividade Enzimatica

Espécie (codigo das cepas positivas)

Fosfatase alcalina
(n=24)

V. navarrensis (13, 22, 46, 91, 93, 94, 99), V. brasiliensis (104,
113, 123, 124, 130), V. parahaemolyticus (28, 30, 62, 69), V. xuii
(79, 89), V. alginolyticus (07), V. diazotrophicus (43), V.
vulnificus B3 (65), V. coralliilyticus (84), V. neptunis (105) e V.
cholerae (112)

Fosfatase acida

(n=23)

V. navarrensis (13, 22, 46, 91, 93, 99), V. brasiliensis (104, 113,
123, 124, 130), V. parahaemolyticus (28, 30, 62, 69), V. xuii (79,
89), V. alginolyticus (07), V. diazotrophicus (43), V. vulnificus
B3 (65), V. coralliilyticus (84), V. neptunis (105) e V. cholerae
(112)

Leucina arilamidase
(n=23)

V. navarrensis (13, 22, 46, 91, 93, 94, 99), V. brasiliensis (104,
113, 123, 124, 130), V. parahaemolyticus (28, 30, 62, 69), V. xuii
(79 e 89), V. alginolyticus (07), V. vulnificus B3 (65), V.
coralliilyticus (84), V. neptunis (105) e V. cholerae (112)

Esterase (C4)
(n=22)

V. navarrensis (13, 22, 46, 91 e 93), V. brasiliensis (104, 113,
123, 124, 130), V. parahaemolyticus (28, 30, 62, 69), V. xuii (79,
89), V. alginolyticus (07), V. diazotrophicus (43), V. vulnificus
B3 (65), V. coralliilyticus (84), V. neptunis (105) e V. cholerae
(112)

Naftol-AS-BI-
fosfohidrolase
(n=20)

V. navarrensis (13, 22, 46, 91, 93, 94, 99), V. brasiliensis (104,
113, 123, 124, 130), V. parahaemolyticus (28, 69), V.
alginolyticus (07), V. diazotrophicus (43), V. vulnificus B3 (65),
V. coralliilyticus (84), V. neptunis (105) e V. cholerae (112)

Esterase lipase (C8)
(n=19)

V. navarrensis (13, 22, 46, 91, 93), V. brasiliensis (104, 113,
123), V. parahaemolyticus (28, 30, 62, 69), V. xuii (79, 89), V.
alginolyticus (07), V. diazotrophicus (43), V. vulnificus B3 (65),
V. coralliilyticus (84), V. neptunis (105)

Valina arilamidase
(n=17)

V. navarrensis (13, 22, 46, 91), V. brasiliensis (104, 123, 124,
130), V. parahaemolyticus (28, 62, 69), V. xuii (79, 89), V.
alginolyticus (07), V. vulnificus B3 (65), V. neptunis (105) e V.
cholerae (112)

[-galactosidase
(n=11)

V. navarrensis (22, 46, 91), V. parahaemolyticus (28, 62, 69), V.
xuii (79, 89), V. alginolyticus (07), V. diazotrophicus (43) e V.
coralliilyticus (84)

a-glucosidase
(n=10)

V. navarrensis (13, 22, 46, 94), V. parahaemolyticus (62, 69), V.
xuii (89), V. alginolyticus (07), V. diazotrophicus (43) e V.
coralliilyticus (84)

Cistina arilamidase
(n=5)

V. navarrensis (22, 46, 91), V. xuii (79) e V. alginolyticus (07)

Tripsina (n = 5)

V. parahaemolyticus (28, 30, 69), V. vulnificus B3 (65) e V.
navarrensis (94)
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Continuacio - APENDICE B - Espectro de atividade enzimatica de 24 isolados de Vibrio.

Atividade Enzimatica Espécie (codigo das cepas positivas)

“‘qul(rl‘;“jt;l)psma V. parahaemolyticus (28, 30, 69) e V. vulnificus B3 (65)

B-glucosidase

(n = 4) V. navarrensis (22), V. parahaemolyticus (62) e V. xuii (79 e 89)

N-acetil-f-
glucosaminidase V. navarrensis (22, 94) e V. diazotrophicus (43)
(n=3)

Lipase (C14)

(n=2) V. xuii (79, 89)




101

APENDICE C - Média dos halos de inibicdo dos extratos MOS-ES e MOS-E e resultado do
controle positivo (cloranfenicol 30 pg) frente as 100 cepas de Vibrio spp.

M¢édia/DP (mm) dos halos de

Codigo ‘o N Controle positivo
da cepa Especie inibigao Cloranfenicol (30 pg)
MOS-ES MOS-E

1 V. coralliilyticus 13,11 £ 0,09 12,52 £ 0,84 40,45
2 V. navarrensis 11,72 +£0,30 12,57 £ 0,23 37,13
3 V. navarrensis 12,35+0,10 10,67 £ 0,35 36,62
4 V. navarrensis 12,18 +£ 0,04 13,24 £ 0,16 39,82
5 V. navarrensis 19,33+ 1,12 14,35 £ 0,09 48,54
6 V. navarrensis 13,32+ 0,16 13,80 £ 0,21 36,02
7 V. alginolyticus 15,61 +0,13 15,44 + 0,37 41,55
8 V. navarrensis 11,39+ 0,22 11,46 + 0,50 36,11
10 V. navarrensis 7,64 + 0,04 7,43 +£0,13 32,5

11 V. navarrensis 16,58 £ 0,11 13,90 + 0,03 41,24
12 V. navarrensis 17,65 +£0,60 17,19 £ 0,17 35,82
13 V. navarrensis 10,68 £ 0,30 12,63 £0,13 33,96
14 V. navarrensis 18,02 + 0,38 16,25 £ 0,55 39,67
16 V. navarrensis 10,67 £ 0,12 14,46 £ 4,76 33,15
17 V. navarrensis 16,14 £ 0,56 13,62 +£0,17 34,11
18 V. coralliilyticus 11,43 +£0,33 10,53 £ 0,21 37,13
19 V. navarrensis 14,83 £ 0,44 24,43 £ 0,96 40,5

20 V. navarrensis 13,97 £ 0,12 15,52 £ 0,03 37,52
21 V. parahaemolyticus 7,68 +£ 0,34 8,53 +£0,22 31,99
22 V. navarrensis 10,93 +£0,48 15,17 £ 0,69 37,02
23 V. navarrensis 10,92 £ 0,23 12,85+ 0,20 36,95
24 V. navarrensis 13,31 +0,42 15,31 £ 0,50 38,71
25 V. navarrensis 10,22 + 0,08 12,46 £ 0,31 36,75
26 V. navarrensis 10,88 + 0,01 13,87 £ 0,71 35,62
28 V. parahaemolyticus 7,88 +£ 0,10 7,67+ 0,07 30,96
30 V. parahaemolyticus 8,13+0,11 8,08 £0,24 30,04
31 V. parahaemolyticus 6,85+ 0,24 7,94 + 0,50 31,64
32 V. parahaemolyticus 8,30 + 0,06 8,65+0,07 33,38
35 V. coralliilyticus 8,37+0,14 7,53 £0,05 36,01
36 V. xuii 7,44 £0,31 7,31 £ 0,34 35,93
37 V. navarrensis 11,38 £ 0,22 12,46 £ 0,46 38,65
38 V. navarrensis 13,21 £ 0,69 13,05+ 0,38 38,24
40 V. navarrensis 12,48 £ 0,34 14,04 £ 0,39 33,74
42 V. navarrensis 14,65 +0,43 16,40 + 0,69 39,1

43 V. diazotrophicus 17,98 + 0,80 19,99 + 0,89 31,94
44 V. navarrensis 10,76 + 0,49 14,29 £ 0,41 36,63
46 V. navarrensis 12,84 £ 0,24 12,64 £ 0,06 34,47
47 V. parahaemolyticus 7,66 + 0,48 0,00 £+ 0,00 32,97
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Continuacdo - APENDICE C — Média dos halos de inibi¢do dos extratos MOS-ES ¢ MOS-E e
resultado do controle positivo (cloranfenicol 30 pg) frente as 100 cepas de Vibrio spp.

Média/DP (mm) dos halos de

Codigo L NN Controle positivo
da cepa Especie inibi¢do Cloranfenicol (30 pg)
MOS-ES MOS-E

48 V. parahaemolyticus 8,74 £ 0,31 8,49 £0,28 33,84
51 V. navarrensis 14,25 £ 0,08 18,09 £ 0,37 40,77
55 V. navarrensis 10,01 £ 0,14 13,28 +£ 0,35 33,71
56 V. xuii 11,38 £ 0,09 15,76 = 1,05 38,44
57 V. navarrensis 9,16 £0,13 14,72 £ 1,47 35,77
58 V. navarrensis 10,84 £0,36 14,33 £0,31 36,43
59 V. xuii 7,12+0,18 0,00 £+ 0,00 33,62
60 V. parahaemolyticus 9,75+ 0,27 9,15+0,22 37,5
62 V. parahaemolyticus 0,00 +0,00 8,45+ 0,06 30,59
64 V. navarrensis 11,26 £ 0,61 19,13 £1,32 34,1

65 V. vulnificus B3 0,00 £+ 0,00 0,00 £+ 0,00 30,19
69 V. parahaemolyticus 6,90 £ 0,18 7,51 +0,45 27,63
70 V. navarrensis 13,41 £ 0,34 18,45 +£ 0,28 35,17
71 V. navarrensis 10,33 +£ 0,25 13,69 + 0,60 32,55
73 V. navarrensis 15,27 £0,13 14,14 £ 0,55 29,41
78 V. xuii 829 +0,21 0,00 £+ 0,00 34,54
79 V. Xuii 7,31 +0,32 8,85+0,13 30,01
81 V. navarrensis 14,79 +£ 0,42 14,18 £ 0,27 36,64
82 V. navarrensis 11,99 £ 0,07 13,53 £0,53 36,68
83 V. navarrensis 12,84 £ 0,21 16,26 + 0,38 40

84 V. coralliilyticus 11,55+ 0,55 18,26 £ 0,07 35,29
86 V. coralliilyticus 18,19+ 0,27 13,73 £ 0,57 32,56
87 V. navarrensis 9,04 + 0,06 7,21 £ 0,08 34,73
88 V. xuii 7,80 £+ 0,02 7,66 + 0,09 36,81
89 V. Xuii 7,75 £ 0,11 7,68 £ 0,12 35,26
90 V. xuii 14,70 £ 0,31 12,75+ 0,19 39,06
91 V. navarrensis 10,67 £ 0,15 12,39 £ 0,22 39,17
92 V. navarrensis 10,14 £ 0,14 14,91 £ 0,14 33,5
93 V. navarrensis 13,56 £ 0,23 12,55 £ 0,40 35,83
94 V. navarrensis 11,58 £ 0,46 12,90 £ 0,11 40,38
95 V. navarrensis 11,62+ 0,18 12,43 £ 0,41 35,15
96 V. navarrensis 7,88 £ 0,26 7,69+ 0,14 31,28
98 V. brasiliensis 17,21 £ 0,68 14,59 + 0,48 31,28
99 V. navarrensis 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00 32,62
100 V. brasiliensis 12,56 £ 0,33 17,00 £ 0,26 38,19
101 V. brasiliensis 12,13 +£ 0,07 12,79 £ 0,27 38,82
103 V. brasiliensis 7,59 + 0,34 7,80 + 0,19 35,8
104 V. brasiliensis 10,22 + 0,43 11,87 £0,41 39,08
105 V. neptunis 15,60 + 0,08 12,14+ 0,20 22,97
106 V. navarrensis 10,61 +£ 0,06 14,56 + 0,24 35,76
107 V. navarrensis 12,59+ 0,17 15,41 £ 0,67 36,84
108 V. cholerae 10,30 +£ 0,17 14,29+ 0,13 31,63
109 V. navarrensis 10,18 +£ 0,12 12,63 + 0,49 34,41
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Continuacdo - APENDICE C — Média dos halos de inibi¢do dos extratos MOS-ES ¢ MOS-E e
resultado do controle positivo (cloranfenicol 30 pg) frente as 100 cepas de Vibrio spp.

Média/DP (mm) dos halos de

Codigo da L A Controle positivo
cepa Especie inibi¢do Cloranfenicol (30 pg)
MOS-ES MOS-E

110 V. navarrensis 8,49 + 0,70 9,42 + 0,07 32,3
112 V. cholerae 0,00 + 0,00 7,58 +£0,37 27,95
113 V. brasiliensis 9,41 +£ 0,08 14,67 £ 0,14 32,64
114 V. navarrensis 7,10 £0,18 7,30+0,11 28
115 V. navarrensis 15,55 +£ 0,06 20,57+ 0,41 38,79
116 V. navarrensis 10,31 £0,19 15,76 +£ 0,20 33,09
118 V. brasiliensis 0,00 + 0,00 7,46 £ 0,06 27,64
119 V. brasiliensis 11,58 £0,42 16,26 £ 0,26 36,47
120 V. neptunis 0,00 +0,00 7,20 £ 0,02 28,73
121 V. navarrensis 0,00 + 0,00 11,35+ 0,36 27,87
122 V. cholerae 21,17 +£0,22 13,25+ 0,39 26,21
123 V. brasiliensis 13,98 + 0,03 19,38 + 0,60 37,72
124 V. brasiliensis 18,11 +£0,18 13,95+ 0,56 32,99
125 V. brasiliensis 12,81 +£0,12 12,77 £ 0,38 38,5
126 V. brasiliensis 15,97 £ 0,38 13,47+ 0,10 28,48
127 V. brasiliensis 15,58 £0,38 15,58 £ 0,07 35,39
128 V. cholerae 18,65+ 0,25 16,12 £ 0,11 29,84
129 V. brasiliensis 6,96 + 0,19 7,59 + 0,45 33,25
130 V. brasiliensis 12,05+ 0,40 13,02 +£ 0,45 31,20

ATCC 25923 S. aureus 17,33 £ 0,45 21,05 +0,03 34,92
10C V. parahaemolyticus 16,66 + 0,44 18,77 £ 0,21 34,06

*§, aureus: Staphylococcus aureus.
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