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RESUMO

Antimicrobianos da classe das tetraciclinas tém sido extensivamente usados em aquicultura
para o controle de doencas e como promotores de crescimento. Dessa forma, foi tracado como
objetivo geral avaliar o perfil polifasico da comunidade bacteriana de ambiente de criacdo de
camardo frente aos antimicrobianos das classes das tetraciclinas, com enfoque no género
Vibrio. Amostras de agua e sedimento foram coletadas de quatro (4) fazendas de
carcinicultura: duas (2) no estado do Ceara e duas (2) no estado do Rio Grande do Norte, dos
pontos: estuario, canal de abastecimento, viveiro e canal de drenagem. Foram pesquisadas
bactérias heterotréficas cultivaveis (BHC), com resisténcia a tetraciclina (BHC+TET) e
oxitetraciclina (BHC+OTC), Vibrio total, sacarose positivos e negativos pelo método de
Contagem Padrdo em Placas (CPP). As cepas isoladas de BHC, BHC+TET, BHC+OTC e
Vibrio foram submetidas a identificacdo fenotipica. O perfil fenotipico de susceptibilidade
antimicrobiana das cepas de Vibrio e demais BHC foi comparado entre as técnicas de disco-
difusdo e macrodiluicdo, pela determinacdo da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) e
Concentracdo Bactericida Minima (CBM) para o0s antimicrobianos tetraciclina e
oxitetraciclina. Os genes de resisténcia tet(M), tet(S), otr(A) e otr(B) foram pesquisados nas
cepas fenotipicamente caracterizadas como resistentes. A diversidade de bactérias
heterotréficas foi influenciada pelos periodos de estio e chuvoso e também pelos diferentes
pontos de coleta dentro das fazendas de carcinicultura. No geral, as contagens de BHC,
BHC+TET e BHC+OTC e Vibrio e demais BHC diferiram entre os periodos de coleta, com
quantificacBes superiores no periodo chuvoso para os pontos de coleta viveiro e canal de
drenagem. Foram isoladas 146 cepas de BHC, 57 de BHC+TET, 25 de BHC+OTC, das quais
0s géneros mais representativos foram Vibrio e Enterobacter. Foi possivel o isolamento de
100 cepas de Vibrio, das quais V. coralliilyticus foi a espécie mais representativa. O perfil
antimicrobiano diferiu entre as cepas de Vibrio e demais BHC entre as técnicas de disco-
difusdo e macrodiluicdo, sendo a de macrodiluicdo a mais eficiente na caracterizacdo de
resisténcia dentre os isolados. Todas as cepas de Vibrio e demais BHC, fenotipicamente
resistentes, apresentaram o gene tet(M) como determinante de resisténcia, no entanto os genes
tet(S), otr(A) e otr(B) ndo foram verificados. Com isso, comprovou-se que Vibrio é género
mais abundante dentre as bactérias heterotroficas com resisténcia as tetraciclinas, estando a
diversidade bacteriana fortemente influenciada pelos periodos do ano.

Palavras-chave: Carcinicultura. Antibacterianos. Vibrionaceae.



ABSTRACT

Antimicrobial agents of tetracycline class has been extensively used in aquaculture for disease
control and growth promotion. Thus, the aim of this study was to evaluate the polyphase
profile of the bacterial community in shrimp farming environment front antimicrobial classes
of tetracyclines, focusing on Vibrio genus. Water and sediment samples were collected four
(4) shrimp farms: two (2) in the state of Ceara and two (2) in the state of Rio Grande do
Norte, of points: estuary, supply channel, pond and drainage channel. Cultivable heterotrophic
bacteria (CHB), with resistance to tetracycline (CHB+TET) and oxytetracycline
(CHB+QOTC), total Vibrio, positive sucrose Vibrio and sucrose negative Vibrio were surveyed
by Standard Plate Count method (SPC). The strains isolated from CHB, CHB+TET,
CHB+OTC and Vibrio underwent phenotypic identification. The phenotypic profile of
antimicrobial susceptibility of strains of Vibrio and other BHC was compared between the
disk diffusion techniques and macrodilution by determining the Minimum Inhibitory
Concentration (MIC) and Minimum Bactericidal Concentration (MBC) for tetracycline and
oxytetracycline antimicrobials. Resistance genes tet(M), tet(S) otr(A) and otr(B) were
investigated in strains characterized as phenotypically resistant. Diversity of heterotrophic
bacteria is influenced by wet and rainy seasons and also by the different collection points
within the shrimp farms. Overall, the CHB, CHB+TET and CHB+OTC and Vibrio counts
differ between the collection seasons, with higher measurements during the rainy season to
the points of pond and drainage channel. 146 strains of CHB, 57 of CHB+TET and 45 of
CHB+OTC were isolated, of which the most representative genera were Vibrio and
Enterobacter. A total of 100 strains of Vibrio were isolated, which V. coralliilyticus was the
most representative species. Antimicrobial profile of Vibrio and other CHB differed between
disk-diffusion and macrodilution techniques, being the macrodilution the most efficient in the
characterization of resistance among isolates. All strains of Vibrio and other CHB,
phenotypically resistant, presented the tet(M) gene as a determinant of resistance determinat,
but tet(S) otr(A) and otr(B) genes were not observed. Thus, it proves that Vibrio genus is most
abundant among herotrotrophic bacteria with resistance to tetracyclines, with the bacterial

diversity strongly influenced by seasons.

Keywords: Shrimp farm. Antibacterial agents. Vibrionaceae.
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1 INTRODUCAO

O aumento da resisténcia bacteriana aos principais antimicrobianos utilizados na
terapéutica médica e veterinaria tem despontado como o grande problema do século XXI
(FAIR; TOR, 2014). O Brasil é o terceiro maior consumidor de antimicrobianos com fins
pecuarios no mundo, ficando atrds da China e dos Estados Unidos. Estima-se que em 2030 o
consumo de antimicrobianos no Brasil serd 50% maior que em 2010 (VAN BOECKEL et al.,
2015). Em cultivos de organismos, entre 40 e 90% dos antimicrobianos utilizados sdo
excretados para 0 meio ambiente sob a forma dos compostos originais ou de seus metabdlitos
(KEMPER, 2008). Além disso, cerca de 200 mil toneladas de antimicrobianos sdo usadas
anualmente com, aproximadamente, 90% desse montante sendo depositada como residuo no
ambiente (AALIPOUR et al., 2014).

Antimicrobianos veterinarios sdo amplamente utilizados na criacdo de animais
para promog¢do de crescimento e controle de doencas (KUMAR et al., 2005). Paises como
Canada, China (excluindo Hong Kong), Australia, Brasil e Ucrania (listados em ordem
decrescente da sua contribui¢do financeira para as exportacdes norte-americanas de produtos
de origem animal) ndo tém quaisquer restricbes nacionais formais sobre o uso de
"antimicrobianos para fins de promocdo do crescimento” (do inglés antimicrobial growth
promoters, AGP) (MARON; SMITH; NACHMAN, 2013). Contudo, alguns paises da Unido
Européia e da Asia adotam, legalmente, severas restricdes no uso de substancias
antimicrobianas de uso veterinario (GRAVE et al., 2014).

O uso desordenado e constante de antimicrobianos tem como principal
consequéncia a selecdo e manutencdo de cepas bacterianas resistentes (BERENDONK et al.,
2015). Com isso, os relatos de bactérias com multipla resisténcia a antimicrobianos, incluindo
aqueles com amplo espectro de acdo, tem sido cada vez mais comuns, principalmente, em
espécies de interesse clinico (NIKAIDO, 2009). Em ambientes de cultivo de organismos
aquaticos, esse problema torna-se mais grave, pois as cepas bacterianas resistentes, bem como
os residuos de antimicrobianos, podem ser carreados pelos efluentes dos viveiros para rios e
estuarios, podendo favorecer a disseminacdo da resisténcia (BARRAZA-GUARDADO,
ARREOLA-LIZARRAGA et al., 2013)

As tetraciclinas séo antimicrobianos usados principalmente no tratamento de
bactérias Gram-negativas e alguns patdgenos Gram-positivos. Por serem inibidoras
especificas do ribossomo procaridtico, esses farmacos sdo bastante eficientes contra os

principais patégenos bacterianos, embora apresentem efeito bacteriostatico (DANFER et al.,
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2014). O uso veterindrio de antimicrobianos dessa classe estd limitado a tetraciclina,
doxiciclina, clortetraciclina e oxitetraciclina. Entretanto, a legalizacdo do uso desses farmacos
em cultivo de camardo tem sido questionada (JORGENSEN et al., 2015). Devido a baixa
capacidade de absorcdo e metabolizacdo das tetraciclinas pelo camardo, inimeros residuos
sdo gerados no ambiente (ANDERSEN et al., 2005). Além disso, em razdo do camardo
apresentar um sistema imunoldgico imune-inato, a administracdo de antimicrobianos nesses
animais tem um efeito apenas instantaneo (PAULING et al., 2014).

Em carcinicultura, os relatos de bactérias com resisténcia tem aumentado a cada
ano, principalmente aos antimicrobianos tetraciclina e oxitetraciclina (AKINBOWALE et al.,
2007; TAMMINEN et al., 2011; SUZUKI et al.,, 2012). Dentre os principais micro-
organismos com relatos de resisténcia as tetraciclinas estdo aqueles do género Vibrio
(BANERJEE et al., 2012; KITIYODOM et al., 2011; MELO et al., 2011). As bactérias do
género Vibrio sdo endémicas do ambiente marinho e estuarino e sua detecgdo em ambiente de
carcinicultura é recorrente (VIEIRA et al., 2010; SHAW et al., 2014).

Cepas com mdltipla resisténcia a antimicrobianos ja foram descritas para espécies
como Vibrio harveyi, V. alginolyticus e V. parahaemolyticus , que sdo reconhecidamente
patogenos de camardes marinhos cultivados (KITAOKA et al., 2011; PARVATHI et al., 2011).
Além disso, cepas multirresistentes de Vibrio podem ser veiculadas de organismos cultivados
para 0 homem, quando o pescado é consumido sem cocg¢do ou in natura (COSTA et al., 2015;
RAISSY et al., 2012). Embora Vibrio seja considerado o patdgeno oportunista mais comum
ao camardo, outras bactérias heterotroficas como Salmonella, Bacillus e Aeromonas também
ja tiveram relatos de cepas resistentes as tetraciclinas em ambiente de carcinicultura
(CARVALHO et al., 2013; SUNDARAMANICKAM et al., 2015).

Algumas cepas de Vibrio tém sido relatadas com resisténcia cruzada as
tetraciclinas, principalmente devido a elementos genéticos moveis, tais como plasmidios
(NEELA et al., 2007). A deteccdo de resisténcia antimicrobiana em Vibrio envolve uma série
de ensaios bioquimicos, fenotipicos e genotipicos (abordagem polifasica) (DAVIES; DAVIES,
2010). Os ensaios fenotipicos tém a vantagem de avaliar, in vitro, a resposta da bactéria
qguando posta em contato com o agente antimicrobiano (WIUFF et al., 2005). Entretanto, em
algumas situacOes, a resisténcia pode ser obtida sem qualquer alteracdo genética, por
estratégias como formacao de biofilme ou persisténcia (CORONA; MARTINEZ, 2013).

Com base no que foi exposto, e considerando a importancia da atividade de
criacdo de camardo no nordeste brasileiro, a hipotese de trabalho que orienta essa tese € a de

que os ambientes de carcinicultura abrigam e mantém, tanto nos periodos de estio quanto no
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chuvoso, uma microbiota bacteriana com resisténcia as tetraciclinas, da qual as principais
representantes sdo as bactérias do género Vibrio.

Dessa forma, foi tracado como objetivo geral a avaliacdo do perfil fenotipico e
genotipico da comunidade bacteriana de ambiente de criagdo de camardo frente aos
antimicrobianos das classes das tetraciclinas. Como objetivos especificos, foram
considerados: (1) analisar quantitativamente bactérias heterotréficas cultivaveis e com
resisténcia a tetraciclina e oxitetraciclina; (2) identificar a comunidade bacteriana cultivavel e
com resisténcia a tetraciclina e a oxitetraciclina; (3) avaliar o perfil de susceptibilidade as
tetraciclinas das bactérias do género Vibrio; (4) determinar a concentracao inibitéria minima e
bactericida minima dos antimicrobianos frente as bactérias isoladas, (5) determinar a origem
genética da resisténcia, (6) pesquisar 0s principais genes que conferem resisténcia a
tetraciclina e oxitetraciclina nos isolados e, a partir dos achados, (7) estabelecer a relacédo

entre a incidéncia de resisténcia bacteriana, locais de origem e periodos do ano.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Carcinicultura

A carcinicultura pode ser definida como o cultivo de camarbes em &guas
marinhas, oligohalinas ou de dgua doce em sistema extensivo, semi-intensivo ou intensivo.
No Brasil, a espécie com maior destaque é a Litopenaeus vannamei, que é naturalmente
encontrada desde a porcdo leste do Oceano Pacifico (México) até Thumbes, no norte do Peru.
A introducdo de exemplares desta espécie no Brasil foi de fundamental importancia para o
desenvolvimento da carcinicultura no pais (BARBIERI JUNIOR; OSTRENSKY NETO,
2002, TENORIO et al., 2015).

Segundo dados da Food and Agriculture Organization (FAO), na dultima
atualizacdo do documento The State of World Fisheries and Aquaculture, a producdo aquicola
ultrapassa 0 montante de captura para muitas das espécies cultivadas (FAO, 2014). A criacao
de camardes marinhos contribui em cerca de 55% da producdo mundial total (considerando o
montante de captura). Nos ultimos dados disponibilizados pelo Instituto Brasileiro de
Geografia e Estatistica (IBGE), em 2014, a producdo de camardes no Brasil foi de 65 mil
toneladas, das quais 64 mil toneladas foram na regido nordeste e 35 mil toneladas no estado
do Ceara (maior produtor brasileiro) (IBGE, 2014). No entanto, a maior producdo de camarao
no mundo se concentra na Asia, principalmente, na Tailandia (FAO, 2014).

Embora tenha havido crescimento na producdo de camardes, no comeco da
década passada o setor experimentou grandes perdas econémicas devido a ocorréncia de
doengas de origem viral e bacteriana (ROCHA; LOPES; BORGES, 2009; GAMATI et al.,
2015). No Brasil, o virus da mancha-branca mostrou-se como um patégeno Ssevero ao
camardo, causando perdas consideraveis na producdo. Além disso, uma vez o camarao
infectado pelo virus, outros micro-organismos oportunistas poderiam invadir o hospedeiro,
tais como as bactérias do género Vibrio. Por algum tempo se acreditou que os vibrios fossem
realmente 0s patdgenos primarios para camardes cultivados (COSTA et al., 2010).

Nunes et al. (2011) ressaltam dois fatores técnicos que contribuiram para
recuperacdo econdmica da atividade: (1) retorno do sistema semi-intensivo, com reducao das
densidades de estocagem de camardes, tratamento do solo por meio de biorremediadores
(plantas aquaticas) e (2) continuidade do cultivo de L. vannamei, com o devido
conhecimento das caracteristicas fenotipicas e genotipicas da espécie, buscando-se

melhoramentos adicionais em algumas empresas.
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Ainda assim, a produgdo aquicola é muito vulnerdvel aos impactos adversos das
condi¢cBes ambientais e de doencas. Os surtos de viroses e bacterioses nos Gltimos anos tém
afetado a carcinicultura marinha em varios paises da Asia, América do Sul e Africa,
resultando, as vezes, em perda parcial ou total da producéo (JONES et al., 2014). Em 2010, a
carcinicultura na China sofreu perdas de producdo de 1,7 milhGes de toneladas causadas por
desastres naturais, doencas e poluicdo. Da mesma maneira, 0s surtos de doencgas praticamente

dizimaram a producéo da carcinicultura marinha em Mocambique em 2011 (FAO, 2014).

2.2 Comunidade bacteriana de ambiente de aquicultura

A microbiota presente em ambiente de aquicultura reflete a microbiota natural dos
corpos hidricos abastecedores. Em cultivo de camardes, nos quais ha exigéncias de salinidade,
oxigénio dissolvido e pH controlados, um ou outro grupo bacteriano pode ser mais
favorecido. No cultivo de L. vannamei, a presenca de espécies de bactérias halofilicas esta,
normalmente, associada a microbiota de estuarios e manguezais (PAIVA-MAIA et al., 2013;
VANDENBERGHE et al., 1999).

Acredita-se que a maior parte da atividade bacteriana de um viveiro ocorra no
sedimento, por apresentar maiores depositos de matéria organica. Nesse contexto, as bactérias
nitrificantes assumem importancia essencial, pois é sabido que os viveiros de aquicultura
podem estar sujeitos ao acumulo de aménia em niveis toxicos. Bactérias do género Nitrospira
e Nitrosococcus tém sido relatadas em sedimento de viveiros de carcinicultura (PAUNGFOO
etal., 2007).

O género Vibrio corresponde ao grupo bacteriano com maiores relatos de estudos
em ambientes de carcinicultura. Além deste, outros géneros bacterianos comuns sdo
Aeromonas, Plesiomonas, Pseudomonas, Bacillus e Photobacterium (AL HARBI et al.,
2004). O interesse de se analisar a diversidade de bactérias do ambiente de cultivo se da pela
interacdo que esses micro-organismos tém com os organismos cultivados. Outrossim, avaliar
o perfil de viruléncia dessa comunidade é necessario, principalmente para verificar se de fato
fazem parte da microbiota patogénica ou comensal.

Outro fator de relevancia esta relacionado a microbiota exdgena ao ambiente de
aquicultura. Géneros bacterianos como Salmonella, Listeria ou a espécie Escherichia coli tém
sido isolados com certa recorréncia em ambientes de carcinicultura (CARVALHO et al., 2013;
KOONSE et al., 2005; VIEIRA et al., 2010). Esse fato sugere que a microbiota do ambiente

de cultivo precisa ser constantemente avaliada.
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2.3 Vibrio

As bactérias do género Vibrio sdo amplamente distribuidas nos corpos hidricos,
principalmente, em ambientes marinhos e estuarinos, sendo, inclusive, encontradas em alguns
organismos associados a esses ambientes (KEEN, MENDE et al., 2012). A diversidade e
abundancia de Vibrio é dependente das variaveis fisico-quimicas da agua e da sazonalidade
(HUQ; SACK et al., 2005). Estes micro-organismos sdo capazes de sobreviver e de se
reproduzir em aguas poluidas, com elevada amplitude térmica e de salinidade (CHASE;
HARWOOD, 2011). Algumas espécies sdo intimamente associadas a patogenias em seres
humanos e em outros organismos, sendo a maioria de vida livre e comensais (NORIEGA-
OROZCO et al., 2007; YINGKAJORN; MITRAPARP-ARTHORN et al., 2014).

Atualmente, o género Vibrio consta de 126 espécies, com representantes isolados
de amostras clinicas e ambientais conforme a Cole¢cdo Germanica de Micro-organismos
(DSMZ, 2016). Segundo Farmer 11l et al. (2005), os micro-organismos pertencentes a esse
género se caracterizam por serem curvados, ou ligeiramente curvados, com o diametro
variando entre 0,5 e 0,8 um e comprimento entre 1,4 e 2,6 um. Possuem a capacidade de usar
a glicose sem producdo de gas e, em quase em sua totalidade, sdo oxidase positivos. S&o
halofilos restritos, necessitando de sddio para o seu crescimento e desenvolvimento.

Embora seja reconhecido o importante papel ecoldgico de diversas espécies de
Vibrio na ciclagem de nutrientes no ambiente aquatico, algumas cepas de V. harveyi, V.
parahaemolyticus e V. cholerae tém sido relatadas como patégenos oportunistas em camardes
marinhos cultivados (VIEIRA et al.,, 2010; COSTA et al.,, 2013). Em vista disso, a
quantificacdo e identificacdo de espécies de Vibrio com potencial patogénico em ambientes de
cultivo de organismos aquaticos tém sido consideradas importantes para 0 monitoramento
ecoldgico das cepas ambientais (SHINODA; IWASAKI et al., 2010).

Pelo fato de as cepas de Vibrio patogénicas representarem risco aos camardes
cultivados, a presenca desses micro-organismos em carciniculturas resulta em prejuizo
financeiro a atividade (CHATTERJEE; HALDAR, 2012). V. parahaemolyticus tem sido
associado como patdgeno causador da Sindrome da Necrose Aguda do Hepatopancreas
(AHPNS) que, na maioria dos casos, leva & mortalidade de todos os camarfes acometidos em
menos de uma semana (SOTO-RODRIGUEZ et al., 2015). Outras Vibrioses ocorrem,
principalmente, como infec¢des secundarias as sindromes virais como da mionecrose

infecciosa (IMNV) e da necrose hipodérmica e hematopoiética infecciosa (IHHNV).



24

Acredita-se que a atividade de carcinicultura costeira influencie a diversidade e
quantificacdo de Vibrio, devido a utilizacdo e descarte de agua em estuario adjacente (SOUSA
et al., 2006). Outrossim, esse descarte de adguas residuais, sem tratamento prévio, em aguas
estuarinas também pode alterar a diversidade da microbiota desse ambiente (BARRAZA-
GUARDADO et al., 2013). O aumento da disponibilidade de nutrientes ap6s a desinfeccdo de
viveiros de carcinicultura combinada com uma comunidade microbiana desestabilizada e sem
competicdo aparente favorece bactérias de crescimento rapido tais como Vibrio (DE
SCHRYVER et al., 2014). Dessa forma, Vibrio pode ser considerado um microrganismo de
referéncia para avaliacdo dos possiveis impactos ambientais decorrentes da atividade de
carcinicultura (DETER et al., 2010; TAKEMURA et al., 2014).

2.4 Antimicrobianos

Os antimicrobianos sdo substancias naturais ou sintéticas produzidos por bactérias
e fungos. Quando administrados, agem sobre bactérias: (1) interrompendo seu crescimento e
reproducéo (efeito bacteriostatico) ou (2) induzindo a morte bacteriana (efeito bactericida ou
bacteriolitico) (CHOPRA; ROBERTS; 2001). Esses efeitos ocorrem através da interferéncia
sobre as vias metabdlicas, alterando desde a permeabilidade (membrana externa) até a sintese
(parede celular, acido félico, DNA, RNA e proteinas) bacteriana (PAGES, 2004).

A producdo dessas substancias por micro-organismos esteve sempre associada ao
fendmeno de competicdo e, consequente, perpetuacdo dos micro-organismos no ambiente. O
primeiro relato de substncia antimicrobiana foi o divulgado pelo britanico Alexander
Fleming, o qual verificou que fungos do género Penicillium, que contaminaram placas com
crescimento bacteriano, conseguiram inibir o crescimento destas bactérias. A partir deste
evento, indmeros outros relatos de substancias com potencial antimicrobianos puderam ser
descritas (DEPARDIEU et al., 2007).

Segundo Tavares (2001), as caracteristicas para o antimicrobiano ser considerado
ideal sdo: (1) ter atividade sobre amplo espectro de micro-organismos; (2) ser absorvido por
via oral e parental; (3) ter facil distribuicdo pelos tecidos e liquidos organicos, atingindo a
concentracdo bactericida pré-estabelecida; (4) ndo sofrer inativacdo por enzimas tissulares; (5)
ndo provocar efeitos toxicos ou alérgicos no hospedeiro; (6) ndo induzir o desenvolvimento de
cepas resistentes; (7) ndo provocar diminuicdo da resisténcia do organismo do hospedeiro; (8)

ndo ter efeitos teratogénicos e (9) ser facilmente obtido em escala industrial e a baixo custo.
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2.5 Tetraciclina

Durante os anos 1950 e 1960, a tetraciclina (TET) foi um dos antimicrobianos
mais utilizados no mundo e, principalmente, nos Estados Unidos. Nessa época, ela tinha um
largo espectro de atividade contra uma ampla diversidade bacteriana, sendo eficaz contra
agentes patogénicos intracelulares e extra-celulares. Trata-se de um antimicrobiano com
cadeia ciclica (4 ciclos, por isso 0 home) e que, por muito tempo, foi difusamente usada por
ser relativamente barato e poder ser administrado por via oral (Figura 1) (TRABULSI,
ALTHERTUM, 2009).

Figura 1 -Férmula quimica estrutural do antimicrobiano tetraciclina.

-~

HO, CHs
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A partir deste farmaco foram relacionados outros antimicrobianos que
apresentavam em comum uma estrutura quimica conservada (Figura 2). Essas substancias,
atualmente, sdo consideradas da classe das tetraciclinas, das quais destacam-se:
oxitetraciclina, clortetraciclina, minociclina e doxiciclina (TORTORA; FUNKE; CASE,
2005). Originalmente, a tetraciclina recebeu a denominacdo de "aureomicina" devido a
intensa coloracdo que remetia ao ouro quando produzida por bactérias do género
Streptomyces. Grande parte das tetraciclinas sdo produzidas sinteticamente e seus mecanismos
de acdo sdo, amplamente, conhecidos. Esse antimicrobiano se diferencia por ser estritamente
bacteriostatico e s6 demonstrar efeito bactericida quando administrado em doses altas
(KONEMAN, 2001).

Os antimicrobianos da classe das tetraciclinas estdo envolvidos na inibicdo
ribossomal (CONELL et al., 2003; DONHOFER et al., 2012). Estes antimicrobianos sdo
capazes de bloguear o receptor da subunidade 30s ribossomal que se liga a0 RNA-t durante a
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traducdo do gene (LI et al., 2013). No entanto, muitas bactérias tém mecanismos de
resisténcia a esses antimicrobianos, principalmente, devido a utilizacdo na promoc¢do de
crescimento e doses sub-terapéuticas para o tratamento de infeccBes de origem animal
(CHOPRA; ROBERTS, 2001).

Figura 2 - Detalhamento da estrutura conservada dos antimicrobianos das classes das
tetraciclinas.

CH, OH
/\/J\V\T Doxiciclina
~
(CHy),N y )
~ Minociclina
CH; OH OH
H H . ..
~ Oxitetraciclina
Cl CH, OH
H H ..
~ Clortetraciclina
CH, OH
H H -
~ Tetraciclina

Estrutura conservada
ONH,

Fonte: SPEER, 1992

A tetraciclina foi gradativamente utilizada em cultivos de organismos, porém sem
o devido controle. No Brasil, ndo ha autorizacdo para o uso desse antimicrobiano em cultivo
de organismos aquaticos. Em alguns paises asiaticos, a tetraciclina € relatada como
"promotora de crescimento”, embora esse termo seja considerado pela Food and Drug
Administration (FDA). Relatos de bactérias com resisténcia a este antimicrobiano sdo cada

vez mais comuns e objetos de inUmeras pesquisas recentes (FABIAN et al., 2014).
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2.6 Oxitetraciclina

O antimicrobiano oxitetraciclina (OTC) é um composto pertentence a classe das
tetraciclinas, inicialmente encontrado em amostras de solo, sendo produzido pelo
actinomiceto Streptomyces rimosis. Porém, somente em 1950, o quimico Robert Woodward
conseguiu sintetizar em laboratério e estabelecer a formula quimica estrutural do composto
(Figura 3). As descobertas de Woodward permitiram ndo s6 a producdo em massa desse
antimicrobiano como também a descoberta de outros derivados como: clortetraciclina e
doxiciclina, que é um dos farmacos mais popularmente utilizados atualmente (TRABULSI;
ALTHERTUM, 2009).

Figura 3 -Férmula quimica estrutural do antimicrobiano oxitetraciclina.
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Esse farmaco tem sido amplamente utilizado para fins terapéuticos em seres
humanos, bem como antimicrobiano promotor de crescimento na criacdo de animais. Esta
entre os antimicrobianos mais comumente utilizados em piscicultura no Sudeste Asiatico
(HOLSTROM et al., 2003). Por outro lado, resultados de estudos pretéritos sugerem que esse
antimicrobiano pode se bioacumular em varios organismos aquaticos, incluindo invertebrados
marinhos e peixes (BAGUER; JENSEN; KROGH, 2000).

A oxitetraciclina € um antimicrobiano de largo espectro amplamente utilizado no
tratamento de infeccdes bacterianas sistémicas em peixes 6sseos cultivados (BJORKLUND;
BYLUND, 1991). Foi o primeiro antimicrobiano aprovado pela United States of Food and
Drug Administration (USFDA) para uso em cultivo de animais exotérmicos. Alguns estudos
tém indicado que a oxitetraciclina tem excelente potencial como agente antibacteriano em
carcinicultura (WILLIAMS; LIGHTNER, 1988). Embora o uso de OTC nédo seja, de fato,
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aprovado legalmente nos Estados Unidos, seu uso em condi¢des especificas de pesquisas
académicas € monitorado pelo Investigational New Drug Animal (INAD). Alguns autores
ressaltam que a oxitetraciclina tem sido utilizada com sucesso no tratamento de septicemia
por Vibrio (LIGHTNER, 2005) e hepatopacreatite necrosante (LIGHTNER; REDMAN,
1994).

2.7 Resisténcia antimicrobiana

A resisténcia bacteriana a antimicrobianos pode ter origem cromossomica ou ser
mediada por plasmidios (COUTINHO et al., 2013). E uma caracteristica intrinseca da bactéria
e, quando detectada, assume notavel significancia na profilaxia terapéutica (DZIDIC et al.,
2008; DAVIES; DAVIES, 2010). Em contrapartida, a resisténcia bacteriana quando mediada
por plasmidios representa um risco para satde publica, pois a transferéncia desses elementos
genéticos moveis para bactérias da mesma espécie ou espécies diferentes aumenta sua
disseminacdo (SVARA E RANKIN, 2011; SCHULTSZ E GEERLINGS, 2012).

O uso intensivo de agentes antimicrobianos € um dos principais fatores para a
geracdo de resisténcia bacteriana (MARTINEZ, 2009). Atividades de cultivo de organismos
marinhos, como carcinicultura, demandam grande quantidade de substancias antimicrobianas
que sdo erroneamente administradas como promotores de crescimento (BAQUERO et al.,
2008; KUEMMERER, 2009). Além disso, o descarte de aguas residuais sem tratamento
prévio em aguas estuarinas pode alterar a diversidade da microbiota desse ambiente e
promover a disseminacdo da resisténcia antimicrobiana (BARRAZA-GUARDADO et al.
2013).

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

Os principais mecanismos de resisténcia em bactérias sdo: (a) diminuicdo da
absorcdo ou aumento do efluxo do antimicrobiano, (b) destruicdo ou modificacdo do
antimicrobiano e (c) alteracdo do sitio-alvo do antimicrobiano (TRABULSI; ALTERTHUM,
2005). Algumas cepas bacterianas sdo produtoras de enzimas [B-lactamases de espectro

expandido (ESBL) que clivam o anel B-lactamico de antimicrobianos que o possuem,
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inativando-os. O uso de inibidores destas enzimas, como &cido clavulanico, sulbactam e
tazobactam tem sido eficiente no tratamento clinico destas cepas produtoras de ESBL, pelos
antimicrobianos B-lactamicos (TAVARES, 2001).

2.8 Deteccdo de resisténcia as tetraciclinas

Para deteccao de resisténcia bacteriana as tetraciclinas, pode-se recorrer a testes
fenotipicos ou genotipicos. Os testes fenotipicos tém a magnitude de demonstrar in vitro a
expressdo do fenotipo de interesse, enquanto os testes genotipicos sdo mais especificos e
rapidos, mas ndo garantem que 0 gene pesquisado seja precisamente expressado (JONES et
al., 2009).

O antibiograma, ou teste de susceptibilidade microbiana a antimicrobianos, é o
teste fenotipico mais empregado para investigacdo de fenétipos de resisténcia. Além disso, a
verificacdo desse fenotipo pode ser realizada a partir de ensaios de macrodiluicdo ou
microdiluicdo do antimicrobiano em caldo especifico (CLSI, 2013).

O método classico de disco-difusdo, proposto por Kirby-Bauer (BAUER; KIRBY;
SHERRIS, 1966), baseia-se na capacidade de um antimicrobiano, em uma determinada
concentracdo, difundir-se do disco (no qual foi impregnado) para o &gar com crescimento
bacteriano. A formacao de uma zona de inibicdo de crescimento € mensurada (didametro) e, a
partir desse resultado, a bactéria tem seu perfil de susceptibilidade bacteriana caracterizado
em susceptivel, intermediario ou resistente. A medida que a substancia antimicrobiana se
difunde no meio, sua concentracdo diminui. Dessa forma, quanto menor for o halo de inibicdo
menos susceptivel é a cepa e, do contrario, mais susceptivel, por isso se considera que 0
antibiograma é um teste qualitativo (LAOS et al., 2012).

Ao contrario do antibiograma, os testes de macrodiluicdo ou microdiluicdo em
caldo com concentragdes sucessivas do antimicrobiano sdo considerados testes quantitativos.
Esses testes se baseiam na deteccdo da menor concentragdo do antimicrobiano que pode inibir
o crescimento da bactéria de interesse, sendo essa concentracdo definida como concentracéo
inibitéria minima (CIM). Assim como no antibiograma, dependo do valor encontrado da CIM,
a bactéria tem seu perfil fenotipico de susceptibilidade antimicrobiana caracterizado
(BROSER et al., 2012).

Atualmente, o documento mais difundido acerca da padronizagéo do antibiograma
é o proposto pelo Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) que, anualmente, lanca

atualizacbes dos antimicrobianos recomendados para cada bactéria-alvo. Além dessa
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instituicdo, o European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST),
padroniza no continente europeu as diretrizes para o antibiograma e, assim como o CLSI,
lanca documentos anuais com atualizagdes dos antimicrobianos direcionados para as bactérias
de interesse. Embora, ambos 0s comités tenham uma vasta importancia na pesquisa fenotipica
suscetibilidade antimicrobiana, seus interesses sdo necessariamente clinicos, de forma que as
bactérias neles constadas sdo aquelas de longo conhecimento acerca do seu potencial
patogénico a humanos (PAOULL et al., 2014).

Em documento langado em 2005, e atualizado em 2010, o CLSI incluiu Vibrio no
rol das bactérias fastidiosas, nas quais a pesquisa de susceptibilidade antimicrobiana fica
sujeita aos antimicrobianos da classe das tetraciclinas, quinolonas, penicilinas, cefens e
nitrofuranos. Desde o supracitado ano, ndo houve atualizacdes para Vibrio e, quando
necessaria a pesquisa de antibiograma para esse género, sdo consideradas as diretrizes desse
documento (CLSI, 2010).

A EUCAST néo incluiu Vibrio nos micro-organismos de interesse, pois considera
que essa bactéria ndo tem historico de surtos ou patogenicidade recorrente no continente
europeu (EUCAST, 2014). Dessa forma, para Vibrio, sdo considerados os padrdes de
interpretacdo estabelecidos pelo CLSI. A natureza clinica desses comités tem feito a
comunidade académica escolher o método que seja mais apropriado para detec¢do da
susceptibilidade antimicrobiana de bactérias de origem ambiental, embora uma pequena
quantidade dessas tenha importancia clinica. Enquanto ndo ha uma unanimidade nesse
quesito, os padrdes do CLSI sdo considerados na interpretacao.

Para pesquisa de resisténcia as tetraciclinas, sdo considerados os testes fenotipicos
de antibiograma, macro e microdiluicdo, E-test e os genotipicos, pela detec¢do de genes que
expressam resisténcia a esses farmacos. Como detalhado, os testes de antibiograma e macro e
microdiluicdo em caldo sdo mais demorados e necessitam que a bactéria entre em contato
com a substancia antimicrobiana para ter o fen6tipo caracterizado. O E-test é uma intersec¢ao
dos testes de antibiograma e de macrodiluicdo em caldo, pois no &gar com crescimento
bacteriano € sobreposta uma fita com diferentes concentragfes do antimicrobiano, sendo
determinada a CIM (PLIMMER et al., 2009).

A pesquisa dos genes de resisténcia as tetraciclinas € feita através da reagdo em
cadeia pela polimerase (PCR), pela amplificacdo do gene de interesse. Sdo descritos trés
mecanismos de resisténcia as tetraciclinas: (1) o efluxo do antimicrobiano, (2) proteinas de
protecdo ribossomal e (3) a inativacdo enzimatica do farmaco (SPEER; SHOEMAKER;

SALYERS, 1992). Todos estes mecanismos sdo baseados na aquisicdo de um ou Varios
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determinantes de resisténcia a tetraciclina, que estdo amplamente distribuidos entre géneros
bacterianos (FABIAN et al.,, 2014) . Além disso, as mutacdes no rRNA, sistemas
transportadores de multidroga ou barreira de permeabilidade, podem estar envolvidos na
resisténcia a varios antimicrobianos, incluindo as tetraciclinas.

Sao conhecidos 33 genes de resisténcia a tetraciclina (tet) e trés genes diferentes
de resisténcia a oxitetraciclina (otr) (SEYFRIED et al., 2010). Neste sentido, um gene tet é
considerado novo quando o produto do gene mostra uma similaridade de aminoacidos menor
que 80 % da proteina Tet (MICHALOVA; NOVOTNA; SCHELEGELOVA, 2004). Nao ha
nenhuma diferenca essencial entre 0s genes tet e otr, mas os genes de resisténcia a
oxitetraciclina foram descritos pela primeira vez em organismos que produzem esse
antimicrobiano, o que se reflete pela nomenclatura (CONNELL et al , 2002).

Com base nos achados de artigos, sdo considerados 21 genes com reconhecida
expressdo do mecanismo de efluxo: tet(A), tet (B), tet (C) , tet (D), tet (E), tet (L), tet (H), tet
(D, tet (J), tet (K), tet (L), tetA(P), tet (V), tet (YY), tet (2), tet (30), tet (31), tet (33), tet (34), tet
(35) e pelo gene otr(B). Para o mecanismo de proteinas de protecdo ribossomal sdo relatados
0s genes: tet (M), tet (O), tet (S), tet (W), tet (Q), tet (1), tetB(P), tet (32), tet(36) e 0 gene
otr(A) (ROBERTS, 2003). Dois genes, o tet (X) e tet (37) tém sido relacionados a expressao
de enzimas que inativam as tetraciclinas (HUANG et al., 2013; SPEER; SHOEMAKER,;
SALYERS, 1992).

Genes que expressam a capacidade de efluxo do antimicrobiano, tais como tet(A)
- (E), tet(L) e tet(Y), ocorrem com freqiiéncia entre bactérias gram-negativas em ambientes de
aquicultura (FURUSHITA et al., 2005). Os genes de resisténcia tet(M) e tet(S), que codificam
proteinas ribossomais de protecdo, também foram encontrados com freqiiéncia em bactérias
intestinais de peixe e agua do mar em locais de maricultura (KIM; NONAKA; SUZUKI,
2004). O gene de resisténcia tet(34) foi encontrado em uma cepa de Vibrio isolada de peixes
marinhos cultivados. No entanto, esse gene pode ter ocorréncia ocasional e distribuicdo
restrita, pois estd localizado no DNA cromossdémico (KIM; NONAKA; IKENO; SUZUKI,
2007).
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3 MATERIAL E METODOS
3.1 Local e periodo de coleta

As coletas foram realizadas em quatro (4) fazendas de carcinicultura dos
estados do Ceara (Fazendas CE 1 e CE 2) e Rio Grande do Norte (Fazendas RN 1 e RN
2) (Figura 4). A fazenda de carcinicultura CE 1 esta situada no municipio de Fortim,
enquanto a fazenda CE 2 no municipio de Aracati, com conexdes (abastecimento e
drenagem) ao estuario do Pirangi e Jaguaribe, respectivamente. A fazenda RN 1 esta
localizada no municipio de Mossoro, enquanto a fazenda RN 2 no municipio de Areia

Branca, com conexdes ao rio Apodi-Mossord e ao estuario do Apodi, respectivamente.

Figura 4 - Localizagdo das quatro fazendas de carcinicultura nos estados do Ceara e Rio
Grande do Norte.
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Para determinacdo do periodo de coleta, foram consultados os dados
pluviométricos pretéritos (Gltimos 20 anos) de cada um dos locais de coleta, por més,
da FUNCEME (Ceard) e EMPARN (Rio Grande do Norte), sendo estabelecidos dois
periodos de coleta: "estio”, meses como menor média pluviométrica, compreendidos de
junho a dezembro de 2012 e "chuvoso”, com maior média pluviometrica, de janeiro a
maio de 2013. Todas as coletas foram realizadas no periodo da manha (entre 8:00 e
10:00), com auséncia de precipitagdo no momento da coleta, totalizando oito coletas



33

(quatro no periodo considerado de estio e quatro do no periodo considerado chuvoso).

3.2 Pontos de coleta

Para as coletas, foram considerados pontos externos e internos das fazendas
de carcinicultura: estuario (E), canal de abastecimento (CA), viveiro (V) e canal de
drenagem (CD). Em cada um dos pontos foram coletadas amostras de agua (metodo de
filtracdo) e de sedimento. Nas fazendas CE 1, RN1 e RN 2 foram possiveis as coletas
em todos os pontos, entretanto na fazenda CE 2 ndo foram possiveis as coletas no canal
de abastecimento e no canal de drenagem, pois nesta fazenda de carcicinicultua a
captacdo e o descarte da agua de cultivo ocorre por canos de policloreto de vinila
(PVC).

3.2.1 Amostras de agua

Com o auxilio de uma garrafa de vidro de cor a&mbar, previamente
esterilizada, foram coletados 3 L de &gua in situ. A amostra foi filtrada usando um
sistema de filtracdo adaptado, tendo como elemento filtrante 2 pedacos de gaze (estéril)
com 1 m cada. O procedimento foi repetido para cada grupo bacteriolégico pesquisado
em cada ponto de coleta. Apos as etapas de coleta e filtracdo das amostras, um pedaco
de gaze foi imerso em um Erlenmeyer contendo solugéo salina 1% (p/v) de cloreto de
sodio (para isolamento de Bactérias Heterotroficas Cultivaveis) e outro pedacdo de
gaze, em um Erlenmeyer contendo Agua Peptonada Alcalina 1% (p/v) de Cloreto de
sodio (APA 1%) (para isolamento de Vibrio spp.) (Etapas de Pré-enriquecimento). Os

recipientes foram, de imediato, acondicionados em caixa isotérmica para manutencao.

3.2.2 Amostras de sedimento

As coletas das amostras de sedimento foram realizadas em uma
profundidade média de 1 m com o auxilio de um core sampler, o qual apresenta um
retentor da amostra (em material PVC) acoplado a um suporte de metal com valvula
para saida de ar. Ap6s o material ser coletado, foi inserido em um saco plastico com

fecho e acondicionado em caixa isotérmica.
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3.3. Variaveis fisicas e quimicas

Em cada coleta foram verificadas as variaveis fisicas e quimicas para as
amostras de agua: temperatura (°C), salinidade e pH. A temperatura foi verificada in situ
com auxilio de um term6émetro bastdo de mercurio (Incoterm) até sua estabilizagdo. A
salinidade e pH foram determinados em refratbmetro digital (Meter 211) e

potencidmetro (pH Meter), respectivamente, no laboratdrio.
3.4 Pesquisa bacterioldgica

Apos as coletas das amostras, todo material foi transportado em caixas
isotérmicas para o Laboratério de Microbiologia Ambiental e do Pescado -
LABOMAR/UFC para os procedimentos de analise bacteriolégica. Foram analisados o0s

grupos de Bactérias Heterotroficas Cultivaveis (BHC) e o género especifico Vibrio spp.
3.4.1 Preparo das amostras de sedimento

Para as amostras de sedimento de cada ponto de coleta, foram pesados 50 g
que foram imersos em Erlenmeyer contendo 450 mL de solucdo salina a 1% (p/v) de
cloreto de sédio (correspondendo & diluicdo de 10™). O material de cada Erlenmeyer foi

submetido a agitacdo magnética em agitador magnético (Cole Parmer) por 30 min.
3.4.2 Quantificacdo de Bactérias Heterotréficas Cultivaveis
3.4.2.1 Preparo das diluicdes e plaqueamento

Para o preparo das dilui¢cGes das amostras de sedimento, do Erlenmeyer com
sedimento submetido a agitacdo magnética, foi retirada uma aliquota de 1 mL e diluida
em um tubo de ensaio contendo 9 mL de solugéo salina 1%, correspondendo a dilui¢cao
de 10°%. A amostra foi diluida seriadamente até a diluicdo de 10®. Para as amostras de
4gua, o procedimento foi o0 mesmo com diluicdo até 10™. A partir dos tubos de ensaio
com diluicdes salinas, tanto para amostras de agua quanto de sedimento, foi retirada
uma aliquota de 1 mL colocada em placas de Petri que foram cobertas com Agar de

Contagem em Placas (PCA) (Difco) acrescido de 1% (p/v) de cloreto de sodio e
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homogeneizadas através da técnica do pour plate. Apos, as placas foram incubadas a
35°C por 48 h.

3.4.2.2 Contagem das Unidades Formadoras de Colbnias

Apos o periodo de incubacdo, as coldnias foram contadas e as placas com
crescimento entre 25 e 250 col6nias foram escolhidas para o calculo das Unidades
Formadoras de Colbnias (UFC) das amostras de cada ponto de coleta, segundo
recomendacbes de Sutton (2011). Para &gua, os valores foram determinados em
UFC.mL™ e para o sedimento, UFC.g™>. Nos casos das placas que ndo tiveram

crescimento dentro do intervalo supracitado, as contagens foram estimadas.

3.4.2.3 Isolamento das col6nias

Das placas de escolha para contagem, foram isoladas colénias conforme os
critérios de tamanho, coloracédo e formato, as quais foram inoculadas em tubos de ensaio
contendo Agar Triptico de Soja acrescido de 1% (p/v) (Difco) de Cloreto de sodio (TSA
1%) e incubadas a 35°C por 24 h. Ap0s, as cepas foram caracterizadas e identificadas
fenotipicamente conforme recomendacGes dos Bergey's Manual (2005) e de Koneman
et al. (2001).

3.4.3 Quantificacdo de bactérias resistentes as tetraciclinas

Das diluigdes salinas, detalhadas no item 3.4.2.1, foram retiradas aliquotas
de 1 mL e inoculadas em placas de Petri em duas baterias: na primeira foi sobreposto o
meio PCA 1% acrescido de 30 pg.L™ de tetraciclina (Inlab) e na segunda PCA 1%
acrescido de 30 pg.L™ de oxitetraciclina (Cas-For). As placas foram incubadas a 35°C
por 48 h. A contagem e isolamento das col6nias foi realizada conforme descrito no itens

3.4.2.2 e 3.4.2.3, respectivamente.
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3.4.4 Quantificacao de Vibrio

Para investigacao de Vibrio nas amostras de agua, foram realizadas dilui¢oes
seriadas de 10™ a 10 em APA 1% (p/v) a partir do Erlenmeyer contendo APA 1% com
gaze imersa, Para o sedimento, procedeu-se o descrito no item 3.4.2.1. A partir das
diluicdes em APA 1%, foram retiradas aliquotas de 200 pL e espalhadas sobre a
superficie de placas de Petri contendo Agar Tiossulfato Citrato Bile e Sacarose (TCBS)
(Difco) as quais foram incubadas a 35°C por 24 h. ApoOs esse periodo, as colonias
crescidas nas placas foram contadas e aquelas com crescimento entre 25 e 250 coldnias
foram escolhidas para o célculo das Unidades Formadoras de Col6nias (UFC). Foram
estabelecidas as contagens de Vibrio total, Vibrio sacarose positivos (Figura 5) e
negativos (Figura 6). As colbnias suspeitas foram isoladas em TSA 1%, incubadas a
35°C por 24 h, e identificadas fenotipicamente. (KONEMAN et al., 2001).

Figura 5 - Placa de TCBS com Vibrio Figura 6 - Placa de TCBS com Vibrio

sacarose negativos. sacarose positivos.

Fonte: Proprio autor Fonte: Proprio autor

3.4.5 Identificac@o Fenotipica de Vibrio

3.4.5.1 Coloracao morfotintorial de Gram

As cepas de Vibrio isoladas foram repicadas em tubos contendo TSA 1% e
incubadas em estufa bacterioldgica a 35°C por 24 h. Apds esse periodo, foi feito um
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esfregaco do in6culo em uma l&mina de vidro. O esfregaco foi fixado por calor em bico
de Bunsen e submetido as etapas da coloracdo de Gram. Os esfregacos foram corados
com cristal violeta durante 1 min. Apos lavagem, os esfregacos foram submetidos ao
mordente lugol por 1 min. e descorados em solugdo de &lcool/acetona (1:1). Por ltimo,
as laminas foram coradas com safranina por 20 s. As laminas que apresentaram células
bacterianas Gram negativas (coradas por safranina: cor rosea) na forma de bastonetes

curtos, ligeiramente curvados, foram consideradas Vibrio.

3.4.5.2 Testes bioquimicos

Para identificacdo fenotipica de Vibrio foram realizados os testes
bioguimicos descritos no Quadro 1. As cepas foram previamente crescidas em TSA 1%
antes da inoculacdo (35°C por 24 h.). Todos 0os meios para os testes bioquimicos tiveram
adicdo de 1% (p/v) de cloreto de sddio, a excecdo daqueles em que a concentracdo do

cloreto de sédio estivesse sendo testada.



Quadro 1 - Descricdo dos testes bioquimicos para identificacdo de Vibrio das amostras de dgua e sedimento das fazendas de carcinicultura do

nordeste do Brasil.

Teste

Descricdo

Meio/Material

Referéncia

Aminoacidos

Hidrolise da arginina e descarboxilacdo da lisina e
ornitina. Incubacdo a 35°C por até 7 dias.

Caldo vermelho de metila +
aminoacido

KONEMAN et al., 2001

Carboidratos

Fermentacdo da sacarose, arabinose, manitol,
melibiose e D-glucosamina. Incubacdo a 35°C por
até 7 dias.

Caldo vermelho de metila +
carboidrato

VASANTHAKUMARI,
2009

Crescimento a 1, 3. 6, 8 e 10% de Cloreto de sédio

Halofilismo Caldo triptona + NaCl KONEMAN et al., 2001
(NaCl) (p/v) por 24 h
Temperatura Crescimento a 4, 20, 20, 35 e 40°C por 24 h Caldo triptona KONEMAN et al., 2001
Oxidase De_tecgéo da produgéo (_je indofenol (citrocromo- | Tira c_omerc_ial com VASANTHAKUMARI,
oxidase). Resultado imediato. p-fenilenodiamina 2009
ONPG Deteccdo da enzima lactase. Incubacdo a 35°C por | Salina 1% (p/v) + Solucdo de | VASANTHAKUMARI,
24 h, ONPG 2009
- Verificacdo da producdo de indol, motilidade e | ; VASANTHAKUMARI,
Indol-Motilidade-H,S producéo de H,S. Incubacéo a 35°C por 24 h. Agar SIM 2009

Reducdo do nitrato

Verificagdo da redugdo de nitrito a nitrato.
Incubacdo a 35°C por 24 h.

Agar Nitrato

KONEMAN et al., 2001

Bactérias em contato com discos impregnados com

0/129 0 agente Vibriostatico 0/129 a 10 pg e 150 pg. | Agar Mueller-Hinton. KONEMAN et al., 2001
Incubacédo a 35°C por 24 h.
. Utilizacdo do citrato como Unica fonte de carbono. | 4 . . VASANTHAKUMARI,
Citrato Incubacio a 35°C por 4 dias Agar Citrato de Simmons 2009
Deteccdo da enzima urease. Incubacdo a 35°C por . VASANTHAKUMARI,
Urease 24 Caldo Ureia 2009
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3.4.6 Antibiograma

O antibiograma das cepas de Vibrio purificadas foi realizado segundo as
recomendac0es do Clinical Laboratory and Standards Institute na 22 edicdo do Methods
for Antimicrobial Dilution and Disk Susceptibility Testing of Infrequently Isolated or
Fastidious Bacteria (CLSI, 2010). O procedimento foi realizado utilizando-se agar
Mueller-Hinton (Difco) acrescido de 1% (p/v) de Cloreto de sodio. Foram utilizadas as
cepas-padrdo de Vibrio cholerae classico 516B e Escherichia coli ATCC 25922 como

controles no teste.

3.4.6.1. Preparo do Inéculo

De culturas crescidas em TSA 1% a 35°C por 24 h, foi retirada uma porcgéo
do in6culo e homogeneizada em 9 mL de solucéo salina 1 % de cloreto de sodio (p/v)
(\etec) até se obter uma turvacgdo equivalente a turbidez 0,5 na escala de McFarland. A
absorbéancia foi aferida em espectrofotdmetro (Micronal), sendo considerado o intervalo
entre 0,08 e 0,10, em um comprimento de onda de 625 nm. A turbidez dptica
comparavel a solucdo padrdo 0,5 de McFarland equivale a uma suspensao contendo,
aproximadamente, 1 x 10° unidades formadoras de colénia por mililitro (UFC / mL)
(CLSI, 2013) (Figura 7).

3.4.6.2. Inoculagéo nas placas de teste

As cepas com concentracBes do inéculo ajustadas foram inoculadas, em
duplicata, em placas contendo agar Mueller-Hinton acrescido de 1% de cloreto de sodio
(p/v), solubilizado em &gua destilada, com auxilio de um swab de algoddo estéril. As
placas foram mantidas fechadas e os discos de antimicrobianos depositados em um

periodo ndo superior a 15 min. apds inoculagdo (CLSI, 2010) (Figura 7).
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Figura 7 — Fluxograma do antibiograma das cepas de Vibrio spp.

\\V/ / Espectrofotdmetro
TSA 35°C / 24h l / A Leitura de Absorbancia 5
7

i

2

// — H/ gg. ‘Machl:J:r(')land

0,5

9mL de Cubeta com
Salina 1,0% aliquota do material .

Swab de algodédo
passado no inoculo

p)
/ / Tapete feito na placa
de Agar Mueller-
Hinton

 —
Retirada do disco de Aplicacio dos di Leitura dos diametros
antibi6tico com auxilio P Icaﬁ:%lacz:; 1SCos dos halos com
de uma pinca estéril i
ping (Estufa a 35°C / 24h) paquimetro

3.4.6.3. Aplicacéo dos discos de antimicrobianos

Foi testada a susceptibilidade das cepas de Vibrio aos antimicrobianos
(Laborclin) das classes das tetraciclinas: tetraciclina (TET, 30 pg) e oxitetracilcina
(OTC, 30 ug). Os discos de OTC foram confeccionados em laboratério, impregnando-
se aliquotas do antimicrobiano em discos brancos (Laborclin) conforme recomendacdes
do CLSI (2010). Os discos de antimicrobianos foram depositados, individualmente, com
auxilio de uma pinca estéril na superficie do agar. Posteriormente a aplicacdo dos

discos, as placas foram invertidas e incubadas em estufa a 35°C por 24 h (Figura 7).
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3.4.6.4. Leitura dos halos e interpretacdo dos resultados

Ap6s o periodo de incubacdo, cada placa foi examinada a fim de se verificar
se foi satisfatoriamente semeada. A formacgédo de halos, uniformemente circulares, e a
presenca de um tapete confluente de crescimento indicaram a inoculacdo correta. Os
halos de inibicdo total foram mensurados, incluindo o didmetro do disco. De acordo
com o tamanho de cada halo, a cepa foi classificada como sensivel (S), intermediaria (1)
ou resistente (R) ao antimicrobiano testado. O padrdo interpretativo do tamanho dos

halos, para cada antimicrobiano testado, esta detalhado no quadro 2 (CLSI, 2010).

Quadro 2 — Padréo interpretativo das zonas de inibigdo dos antimicrobianos testados
pelo método de Kirby-Bauer.

Antimicrobianos | Simbolo* - Zona de Imb.'?éo (mm)_ Mlcro-org?nlgmo
Sensivel | Intermedidrio | Resistente | de referéncia
. - OoTC e
Oxitetraciclina >19 15-18 <14 Vibrio spp.
(30 pg) PP
Tetraciclina TET >19 15-18 <14 Vibrio cholerae
(30 pg)

Fonte: CLSI, 2010
*concentracao do disco

3.4.7. Cura do plasmideo

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

plasmidial.
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3.4.8 Concentracdo Inibitéria Minima

A concentracdo inibitéria minima (CIM) foi determinada para todos os
isolados de Vibrio de demais BHC para os antimicrobianos tetraciclina e oxitetraciclina.
Os tubos de caldo Mueller-Hinton (Difco) foram preparados com as concentracdes de
antimicrobiano a 0 (controle), 2 ug, 4 ug, 8 pg, 16 pg, 32 ug, 64 ug, 128 ug e 256 ug,
sem que o volume de antimicrobiano ultrapassasse 40% do volume final no tubo (5
mL). O indéculo padrdo inicial foi obtido com base no procedimento descrito no item
3.4.6.1 (p.24), com turbidez semelhante a solucdo 0,5 na escala de McFarland. Para se
obter a concentracdo final de bactérias do teste CIM, aproximadamente 5 x 10° UFC /
mL, o in6culo inicial foi diluido na proporcdo de 1:10, correspondendo a uma
concentracdo bacteriana de 1 x 10” UFC / mL. Desta diluicéo foi retirada uma aliquota
de 50 pL e inoculada nos tubos, em duplicata, com diferentes concentracdes dos
antimicrobianos bem como no tubo controle e incubados a 35°C por 24 h. Apo6s 0
periodo de incubagdo, foi verificado se houve turvacdo ou ndo, nos tubos inoculados, a
partir do tubo controle até aquele com maior concentracdo do antimicrobiano. Foi
considerada a concentra¢do inibitéria minima (CIM), da cepa analisada, a menor
concentracdo de antimicrobiano, na qual ndo foi verificada turvacdo do meio. O padrdo

interpretativo esta detalhado no quadro 3.

Quadro 3 — Padrdo interpretativo das concentragdes inibitorias minimas (CIM) dos

antimicrobianos testados pelo método de macrodiluicdo em caldo.

o ) ] Concentracdes (ug/mL) Micro-organismo
Antimicrobianos | Simbolo

Sensivel | Intermediario | Resistente de referéncia

Oxitetraciclina OoTC <4 8 >16 Vibrio spp.

Tetraciclina TET <4 8 >16 Vibrio cholerae
Fonte: CLSI, 2010

3.4.9 Concentracdo Bactericida Minima

Para determinacdo da concentracao bactericida minima (CBM), foi retirada

uma aliquota de 1 mL de cada um dos tubos de caldo MH 1% (os mesmos usados para
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determinacdo do MIC) e inoculados em placas de Petri nas quais foi sobreposto agar
MH 1% (pour plate). Apds a solidificacdo dos meios, as placas foram invertidas e
incubadas a 35°C por 24 h. Foi considerado CBM a menor concentracao das placas sem

crescimento aparente de col6nias bacterianas viaveis (BATICADOS et al., 1990).
3.4.10 Indice de diversidade e dominancia

Para cada local de coleta, foram determinados os indices de diversidade de
Shannon-Weiver (H') e de dominancia de Simpson (C) conforme equacbes 1 e 2
respectivamente (HILL et al., 2003). Os indices H' e C também foram determinados
entre as espécies de Vibrio por periodo (estio e chuvoso) e entre as amostras de agua e

sedimento.
S
H' = —Zpilnpi 1)
i=1

Na qual: H> = Indice de Shannon-Weaver; pi = abundancia relativa (proporcéo) da

espécie i na amostra, ni = nimero de individuos da espécie i, N= Namero de individuos

total da amostra.

_ Yi-ini(ni — 1)
N(N —-1)

Na qual: C = indice de dominancia de Simpson; n; = nimero de individuos amostrados

c=1

(2)

da i-ésima espécie; N= namero total de individuos amostrados.

3.4.11 Analise estatistica

3.4.11.1 Diferenca das contagens nos periodos e pontos de coleta

Inicialmente, todos os resultados de contagens de BHC, BHC+TET,
BHC+OTC e Vibrio total, por ponto de coleta e periodo, foram submetidos a estatistica
descritiva basica (média e desvio padrdo), a fim de verificar se os dados apresentavam
0s requisitos de distribuicdo normal, homocedasticidade e se eram independentes.
Foram calculados as médias desvios padrfes a partir das contagens bacterianas obtidas
para cada grupo analisado (BHC total, BHC+TET, Vibrio total, Vibrio sacarose positivo,

Vibrio sacarose negativo). Para isso foi utilizado o programa estatistico Statsoft
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Statistica 7.0. Uma vez sendo obedecidos 0s requisitos, os dados foram submetidos a
testes de estatistica paramétrica e, caso contrario, de estatistica ndo-paramétrica. A
analise da diferenca estatistica da contagens de BHC, BHC+TET, BHC+OTC, Vibrio
total, Vibrio sacarose positivo e Vibrio sacarose negativo entre os periodos de estio e
chuvoso (agua e sedimento) e para os pontos de coleta estuario, canal de abastecimento,
viveiro e canal de drenagem foi realizada utilizando-se analise de variancia,

considerando-se a=5%.

3.4.11.2 Diferenca no tamanho dos halos de inibicéo bacterianos

Os valores, em mm, dos halos de inibicdo de crescimento de Vibrio, frente a
tetraciclina e oxitetraciclina, foram submetidos a estatistica descritiva basica. Sendo
obedecidos os requisitos detalhados no item 3.4.10.1, os valores dos halos foram
submetidos: (a) 8 ANOVA (0=5%), para verificacdo da possivel diferenca no tamanho
dos halos inibicdo para as cepas isoladas dos pontos de coleta estuario, canal de
abastecimento, viveiro e canal de drenagem; e (b) ao teste t de Student (0=5%), para
verificacdo da diferenca tamanho dos halos inibi¢do para as cepas isoladas nos periodos

de estio e chuvoso.

3.4.11.3 Temperatura, salinidade e pH

A andlise da diferenca estatistica entre as variaveis fisicas e quimicas
temperatura, salinidade e pH foi feita considerando-se os pontos e periodos de coleta,
utilizando-se ANOVA a (0=5%). Apds, foi realizada correlagdo candnica entre as
variaveis fisico-quimicas (varidveis independentes) e as contagens bacterianas

(variaveis dependentes),, considerando-se a=5%.

3.4.11.4 Diversidade de Vibrio e demais bactérias heterotréficas cultivaveis

Para a andlise da diversidade de Vibrio e demais bactérias heterotréficas
cultivaveis foi utilizado o teste multivariado de analise de correspondéncia. Foi
considerada a frequéncia para cada género bacteriano encontrado (ou espécies de Vibrio,
no caso especifico deste género) para cada combinacdo de periodo/amostra/ponto de

coleta. Para cada combinacdo foi atribuido um codigo, o qual foi considerado para
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elaboracdo dos mapas de percepcdo conforme quadro 4. Os testes foram realizados no

programa estatistico StatSoft Statistica 7.0.

Quadro 4 - Codigos das combinagdes periodo/amostra/ponto de coleta para cada grupo

bacteriano analisado.

Cddigos N
— Combinacao

BHC BHC+TET BHC+OTC Vibrio
A01 BO1 co1 D01  Chuvoso/Agua/Estuario
A02 B02 Cc02 D02  Chuvoso/Agua/Canal de Abastecimento
A03 BO3 Co3 D03  Chuvoso/Agua/Viveiro
A04 B04 Co4 D04  Chuvoso/Agua/Canal de Drenagem
A05 BO05 C05 D05  Chuvoso/Sedimento/Estuério
A06 B06 C06 D06  Chuvoso/Sedimento/Canal de Abastecimento
A07 BO7 Co7 D07  Chuvoso/Sedimento/Viveiro
A08 BO8 Cco8 D08  Chuvoso/Sedimento/Canal de Drenagem
A09 B09 C09 D09  Estio/Agua/Estuério
Al0 B10 C10 D10  Estio/Agua/Canal de Abastecimento
All B11 c11 D11  Estio/Agua/Viveiro
Al2 B12 C12 D12  Estio/Agua/Canal de Drenagem
Al3 B13 C13 D13  Estio/Sedimento/Estuario
Al4 B14 C14 D14  Estio/Sedimento/Canal de Abastecimento
Al5 B15 C15 D15  Estio/Sedimento/Viveiro
Al6 B16 C16 D16  Estio/Sedimento/Canal de Drenagem

3.5 Andlise genotipica

3.5.1 Extracdo do DNA gendmico

As cepas puras de Vibrio e demais BHC, com fenétipo de resisténcia a
tetraciclina e oxitetraciclina, foram crescidas em tubos de ensaio contendo 5 mL de TSB
1% e incubadas a 37°C por 24 h. Apés esse periodo, uma aliquota de 2 mL foi
transferida para tubos de microcentrifuga, congeladas em freezer a -20°C por 30 min. e
centrifugadas a 5.000xg por 5 min. O sobrenadante foi descartado e as células
bacterianas (no pellet) foram lavadas com agua destilada estéril e centrifugadas
novamente a 5.000xg por 5 min. Apds a segunda centrifugacdo, o sobrenadante foi
descartado, sendo as células bacterianas ressuspensas em 500 pL de tampéo de extracdo
(0,25 M NaCl, 50 mM Tris-HCI, 10 mM EDTA, SDS 2%, pH 8,0) acrescido de lisozima
(10 mg/mL) e incubadas em banho-maria a 65°C por 1 h. Apos, para cada tubo com

amostra, foram acrescidos 500 pL de cloroférmio-alcool isoamilico (24:1) gelado e 500
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uL de acetato de potassio 0,5 M gelado. O material foi centrifugado a 10.000xg por 15
min. O sobrenadante foi coletado e transferido para outro tubo de microcentrifuga
estéril, no qual foi adicionado o mesmo volume de alcool isopropilico gelado, sendo o
tubo centrifugado a 10.000xg por 15 min. Apos, 0 sobrenadante foi descartado e foi
adicionado um volume (o mesmo volume da etapa anterior) de alcool etilico 80%. Os
tubos foram centrifugados (10.000xg por 15 min.), o sobrenadante descartado e o pellet
(com DNA extraido) seco em temperatura ambiente por 24 h. O DNA foi ressuspendido
em tampdo de elui¢do (10 mM de Tris-HCI, 1ImM de EDTA, pH 8,0) e estocado a -20°C
(SAMBROOK; FRITSCHI; MANIATIS, 1989).

3.5.2 Quantificacéo e verificacdo da pureza do DNA extraido

A quantificagdo do DNA foi verificada em aparelho NanoDrop (Thermo)
modelo 1000. Para isso, foi realizada a quantificacdo de 1,5 pL da amostra de DNA no
comprimento de onda de 280 nm (padrdo para proteina) e, depois, a 260 nm (padrao
para DNA). A razdo das quantificagdes realizadas a 260 nm e 280 nm deveria ser
inferior a 1,8 para que se considerasse a amostra com DNA em condicOes satisfatorias

de pureza (livre de proteinas) para o uso.

3.5.3 Amplificacdo das sequéncias de DNA de interesse

3.5.3.1 Género Vibrio

Para confirmacdo da identificacdo fenotipica das cepas de Vibrio, foi
realizada amplificacdo, por meio da reacdo em cadeia da polimerase (PCR), do DNA
extraido. Para isso, foram utilizados os oligonucleotideos iniciadores (primers) vib727-F
(5-AGG CGG CCC CCT GGA CAG A-3") e vib1423-R (5'-RCT TCT KKT GCA GCC
CAC TCC CA-3') sob as condicbes de termociclagem em 30 ciclos: desnaturacdo a
94°C por 1 min., anelamento a 57°C por 1 min., extensdo 72°C por 5 min. e, ap0s, uma
extensdo final a 72°C por 30 min, devendo ser gerados amplicons de 650 pb (SOUSA et
al., 2006). Os volumes de todos reagentes da reagcéo de PCR sdo detalhados no quadro

5. Aamplificacdo da reacao foi realizada em termociclador ApliTherm modelo TX96.
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3.5.3.2 Genes de resisténcia a tetraciclina e oxitetraciclina

Foi verificada a presenca dos genes de resisténcia a tetraciclina: tet (M) e tet
(S) e a oxitetraciclina: otr (A) e otr (B) das amostras de DNA extraido de Vibrio e
demais BHC. Os volumes de todos os reagentes da reacdo de PCR sdo detalhados no
quadro 5 e as condi¢des de termociclagem para genes de resisténcia a tetraciclina e

oxitetraciclina, respectivamente, nos quadros 6 e 7.

Quadro 5 - Volumes dos reagentes da reagdo em cadeia pela polimerase (PCR)

Reagente \olume Concgntragao
Final
Tampdo 10x 2,4 UL -
MgCl, 0,4 UL
dNTP 0,2 pL 200 pM
Primer senso (Forward) 0.2 UL 0.5 UM
vib-F, tet(M)-F, tet(S)-F, otr(A)-F ou otr(B)-F = o H
Primer antisenso (Reverse)
vib-R, tet(M)-R, tet(S)-R, otr(A)-R ou otr(B)-R 0.2uL 0.5uM
Taqg polimerase 0,2 uL 0,2U
Amostra de DNA 1puL 100 ng/pL
Aqua ultrapura g.S.p 25 mL -
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Quadro 6 - Condicoes da Reacdo em Cadeia pela polimerase (PCR) para os genes tet (M) e tet (S) para as cepas de Vibrio com resisténcia
fenotipica a tetraciclina.

Gene Sequéncia Condicdes de Termociclagem Tamanho do Referéncia
amplicon

25 ciclos
Desnaturacéao: 95°C por 30 s
Anelamento: 56°C por 30 s

F-5-GTTAAATAGTGTTCTTGGAG-3' x oo : KIM; NONAKA;
tet(M) R - 5-CTAAGATATGGCTCTAACAA-3  CXtensdo:72°C por 1 min. 656 pb SUZUKI (2004)
Extensdo Final: 72°C por 5
min.
25 ciclos
Desnaturacéao: 95°C por 30 s
. , Anelamento: 59°C por 30 s ) ,
tet(S) F-5'- CATAGACAAGCCGTTGACC-3 Extenso: 72°C por 1 min. 667 pb KIM; NONAKA;

R-5-ATGTTTTTGGAACGACAGAG-3' SUZUKI (2004)

Extensdo Final: 72°C por 5
min.
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Quadro 7 - Condigbes da Reacdo em Cadeia pela polimerase (PCR) para os genes otr(A) e otr(B) para as cepas de Vibrio com resisténcia

fenotipica a oxitetraciclina.

Gene Sequéncia Condicdes de Termociclagem Tamanho do Referéncia
amplicon

Desnaturacédo inicial: 94°C por
4 min.

35 ciclos
Desnaturacéo: 94°C por 1 min.
Anelamento: 55°C por 1 min. 778 pb
Extensdo: 72°C por 2 min.

NIKOLAKOPOULOU
et al. (2005)

F -5-GAACACGTACTGACCGAGAAG-3'

otr(A) R - 5-CAGAAGTAGTTGTGCGTCCG-3'

Extensdo Final: 72°C por 10
min.

Desnaturacédo inicial: 94°C por
4 min.

35 ciclos
Desnaturacdo: 94°C por 1 min. 947 pb NIKOLAKOPOULOU
Anelamento: 55°C por 1 min. et al. (2005)
Extensao: 72°C por 2 min.

F -5'- CCGACATCTACGGGCGCAAGC-3'
otr(B) R -5- GGTGATGACGGTCTGGGACAG-
3'

Extensdo Final: 72°C por 10
min.
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3.5.4 Eletroforese

A confirmacdo da amplificacdo correta do DNA de interesse (género Vibrio e
genes de resisténcia a tetraciclina e oxitetraciclina) foi verificada por meio da eletroforese em
gel de agarose 1% (p/v). Para isso, foi preparado um mix pela adi¢do de 2 puL do corante Blue
Juice, 1 pL do intercalante GelRed™, 1 pulL de Tampao de corrida Acetato-EDTA (TAE 1X) e
1 pL da amostra de DNA amplificado. O mix, com cada amostra, foi aplicado nos pogos do
gel de agarose, o qual foi submetido a corrida com voltagem de 100 V por 1 h. Para
determinacdo do tamanho do amplicon, foi aplicado no primeiro pogo um marcador 1 kb
(DNA Ladder). Apos a corrida, o gel foi fotodocumentado em sistema EDAS 120 (Kodak)

para analise.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Temperatura, salinidade e pH

A temperatura da agua variou de 25 a 32°C, enquanto o pH apresentou valores de
7,10 a 9,07 e a salinidade de 0 a 58 (Tabela 1). Embora a amplitude de variagédo tenha sido
alta para a variavel salinidade, esses valores estdo dentro dos limites para o crescimento dos
géneros bacterianos mais comuns em regides tropicais (APPLE; SMITH, BOYD, 2008).
Contudo, o fato de as amostras de dgua dos quatro pontos de coleta da Fazenda CE 1 terem
apresentado valores de apenas 1 para a salinidade de suas aguas pode ter sido um fator
determinante para o ndo isolamento de espécies halofilicas das amostras de agua e sedimento
dessa fazenda.

Segundo Awata et al. (2012), as bactérias heterotréficas de ambiente marinho e
estuarino tém seu crescimento otimizado conforme varia¢fes de alguns elementos do préprio
ambiente. Dessa forma, a mensuracdo de variaveis fisico-quimicas é de priméaria importancia
em estudos bacterioldgicos para avaliacdo da microbiota do ambiente, principalmente, pelo
potencial seletivo que elas exercem sobre esses organismos (LARSEN et al., 2004). Para
Kimes et al. (2002), bactérias do género Vibrio podem crescer em temperaturas entre 4 e
43°C, com 6timo de crescimento a 37°C. Nesses casos, 0s ecossistemas tropicais do atlantico
norte ganham destaque, pois esses ambientes sdo caracterizados por temperaturas medias altas
(28 a 35°C) e com baixa amplitude térmica anual. Nesse contexto, espera-se que a variavel
temperatura ndo seja, de fato, seletiva para diversidade bacteriana encontrada no presente
estudo, considerando a baixa amplitude térmica encontrada na regido de amostragem.

Apos realizacdo de analise estatistica entre cada varidvel fisico-quimica, dos
pontos de coleta das quatro fazendas de carcinicultura (Tabela 1), ndo foi verificada diferenca
estatisticamente significativa entre as varidveis temperatura e pH no experimento (p>0,05).
Entretanto, para a varidvel salinidade, houve diferenca estatisticamente significativa entre os
periodos de estio e chuvoso para o ponto de coleta "viveiro". Kolm e Absher (2008) ressaltam
que a pluviosidade exerce grande efeito na diversidade da microbiota do ambiente marinho e
estuarino devido a variacdo de salinidade. Além disso, Arana (1999) considera que, ao
contrério do que ocorre nos ecossistemas temperados, ndo é observada estratificacdo térmica
nas regides tropicais, embora durante a epoca de maiores pluviosidades ocorra alteracdo nos

padrdes de salinidade e matéria organica dissolvida.
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Tabela 1 - Valores das variaveis ambientais para amostras de agua nos pontos de coleta analisados, durante o periodo de estio e chuvoso, nas
fazendas de carcinicultura analisadas.

L ocal Estuéario Canal de Abastecimento Viveiro Canal de Drenagem
TC°C) S pH T(°C) S pH T(°C) S pH T(°C) S pH
CE1 31 1 8,50 30 1 8,20 31 1 8,36 31 1 8,21
o CE?2 29 45 8,22 * * * 28 58 8,47 * * *
g RN 1 28 32 7,10 28 30 7,28 28 35 7,40 28 0 9,07
RN 2 27 40 8,29 26 21 7,76 27 43 8,82 26 23 8,50
CE1 29 1 8,00 25 1 8,00 30 0 8,50 30 2 8,10
2 CE?2 30 6 7,98 * * * 31 7 8,51 * * *
E RN 1 32 5 7,60 29 27 7,20 32 14 7,60 32 32 7,30
© RN 2 31 6 7,70 31 37 7,50 31 42 8,20 31 42 7,90
Média 29,000 28,33 7.86°% 27,88% 2550° 7,67 29,11* 3256° 8,09¢ 29.25° 2500° 8,09°
Desvio-Padréo 2,18 1994 043 2,30 17,02 0,34 226 2202 049 2,31 2184 053
CV (%) 752 7039 553 823 66,75 441 7,77 67,63 5,99 7,91 87,37 6,56

T: Temperatura; S: Salinidade; CV: Coeficiente de Variacao
CE: Fazendas do Ceard 1 e 2, RN: Fazendas do Rio Grande do Norte 1 e 2

*ndo foi realizada coleta, pois a fazenda CE 2 ndo apresentava canal de abastecimento e canal de drenagem.
Letras iguais: médias estatisticamente iguais (p>0,05). Letras diferentes: médias estatisticamente diferentes (p<0,05)
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4.2 Quantificacdo e diversidade de bactérias heterotroficas

As contagens de bactérias heterotroficas cultivaveis (BHC) para os quatro pontos
de coleta analisados das fazendas CE 1, CE 2, RN 1 e RN 2 apresentaram baixa amplitude
total de variacdo no periodo de estio e no chuvoso (Tabelas 2 a 5). Para as amostras de agua,
o0s maiores valores de contagens de BHC foram encontrados para o viveiro (1,4x10° UFC.mL’
lest.) da fazenda CE 1 (Tabela 4), enquanto para o sedimento, no canal de drenagem (1,7x10°
UFC.g™* est.) da fazenda RN 1 (Tabela 5) durante o periodo de estio. Nos pontos de coleta
estuario e viveiro, foram quantificadas BHC menores que 1x10° UFC.mL™Y/g" para as
amostras de agua e sedimento (Tabelas 2 e 4). Embora na literatura seja relatado que ha uma
intrinseca relacdo entre a pluviosidade e a quantificacdo bacteriana, acredita-se que essa
diferenca seria mais precisa com a avaliacdo da diversidade (da microbiota) presente nos
diferentes pontos de coleta (THOMPSON et al., 2004).

Na quantificacdo de bactérias heterotroficas cultivaveis com resisténcia a
tetraciclina (BHC+TET) foram encontrados valores méximos de 3x10° UFC.mL™ est. para as
amostras de 4gua do viveiro da fazenda RN 1, durante o periodo chuvoso, e 1,6x10* UFC.g™
para as amostras de sedimento do estuério e viveiro também durante o periodo chuvoso,
respectivamente das fazendas CE 2 e CE 1 (Tabela 4). Em pelo menos um dos pontos de
coleta foram verificadas contagens bacterianas inferiores a 1x10*> UFC.mLYg™*. Com a
quantificacdo de BHC+TET foi possivel verificar que ha uma microbiota resistente com
contagens proximas as encontradas para BHC totais (sem adi¢do de antimicrobiano ao meio
de cultura).Para as quantificacBes de bactérias heterotrdficas cultivadveis com resisténcia a
oxitetraciclina (BHC+OTC) foram encontrados valores maximos de 3,1x10°> UFC.mL™ est.
para as amostras de dgua do viveiro durante o periodo chuvoso da fazenda RN 2 (Tabela 4) e
3,3x10* UFC.g™ para amostras de sedimento do viveiro da fazenda RN 1 também durante o
periodo chuvoso (Tabela 4). Assim como ocorreu para BHC+TET, também foram verificados
em, pelo menos um dos pontos de coleta, contagens inferiores a 1x10? UFC.mL /g™

Para o ponto de coleta "estuario”, as contagens de BHC totais foram
estatisticamente superiores as contagens de BHC+TET e BHC+OTC (F=7,798, p<0,05) para
todos os tratamentos (por periodo e por local de coleta) (Tabela 2). As contagens de
BHC+TET e BHC+OTC entre o periodo de estio e chuvoso, para as amostras de agua, foram
estatisticamente iguais (p>0,05). Entretanto, para as amostras de sedimento, as contagens de
BHC+TET e BHC+OTC durante o periodo de estio foram estatisticamente inferiores as

contagens do periodo chuvoso (p<0,05).
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Tabela 2 - Contagem Padrdo em Placas (CPP) das Unidades Formadoras de Coldnias (UFC)
por g ou mL de Bactérias Heterotroficas Cultivaveis nas fazendas de carcinicultura analisadas
no ponto de coleta "estuario” no periodo de estio e chuvoso.

Estio Chuvoso
Ponto de coleta
BHC BHC+TET BHC+OTC BHC BHC+TET BHC+OTC
CE1 9x10’ 2,3x10%st 1x10%st 15x10%st  <1x10%st 5x102 est
CE?2 55x10%est  1,7x10%st <1x10%st 1,6x10° 3,1x10° 2,2x10*
(4]
2 RN 1 2,7x10%st  <1x10%st 3,3x10° 2,5x10%st 3x10%st 1,9x10%st
< RN 2 4,5x10° 2,5x10%st <1x10%st 4,4x10%st  4,5x10%st <1x10%st
Média 37x10%  12x10%" 1,2x10°° 18x10°% 8 7x10%" 6,2x10°°
CE1l 4,8x10° <1x10%st <1x10%st 1x10° 2,8x10* 3,5x10%st
=i CE2 <1x10%st  <1x10%st <1x10%est 2,1x10° 1,6x10* 5,7x10°
[
GE) RN 1 1,4x10%st  <1x10%st <1x10%st <1x10%st <1x10%est 5x%102 est
§ RN 2 2x10%st <1x10%st <1x10%st 5x10%st 1,5x10%st 5x107 est
Média 16x10°%  <1,0x10°°  <1,0x10% 50x10°°  15x10%" 5,0x102°

CE: Fazendas do Ceard 1 e 2, RN: Fazendas do Rio Grande do Norte 1 e 2. Letras iguais: Valores médios
estatisticamente iguais (P>0,05). Letras diferentes: Valores médios estatisticamente diferentes. (P<0,05).

Tabela 3 - Contagem Padrdo em Placas (CPP) das Unidades Formadoras de Col6onias (UFC)
por g ou mL de Bactérias Heterotroficas Cultivaveis nas fazendas de carcinicultura analisadas
no ponto de coleta "canal de abastecimento™ no periodo de estio e chuvoso.

Ponto de coleta

Estio

Chuvoso

BHC  BHC+TET BHC+OTC BHC  BHC+TET BHC+OTC
CE1l 9,5x10°  3x10%st  1,5x10%st 8x10%st  <l1x10%st  <1x10%st
< RN1 1,9x10"  1,5x10%st  1,5x10%st 1,4x10%st  2,9x10%st  3,1x10°*
3 RN 2 2x10° 2x10%st  <1x10%st 1,2x107  <1x10%st  <1x10%st
Média 67x10'  51x10*° 1,3x10%° 41x10°%  9,7x10°° 1,1x104°
° CE1 3,1x10* 3x10%st  <1x10%st 8x10%st  <1x10%st  5x10%st
|5 RN1  34x10%st <Ix10%st  <1x10%st 1,8x10°  1,9x10%st  4x10%st
% RN 2 6,6x107  <1x10%st  <1x10%st 5x10%st  3x10%st  <1x10%st
@ Média  53x107%  16x10°®  <1,0x10°" 11x10°%  16x10°°  33x102"

CE: Fazendas do Ceara 1, RN: Fazendas do Rio Grande do Norte 1 e 2. Fazenda CE 2 ndo apresentou canal de
abastecimento, portanto ndo foi incluida. Letras iguais: Valores médios estatisticamente iguais (P>0,05). Letras

diferentes: Valores médios estatisticamente diferentes. (P<0,05).

Para o0 ponto de coleta "canal de abastecimento”, todas as contagens de BHC

totais foram estatisticamente superiores as contagens de BHC+TET e BHC+OTC (F=9,361,
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p<0,05) (Tabela 3). As contagens de BHC+TET e BHC+OTC foram estatisticamente iguais

entre todos os tratamentos (tanto por periodo de coleta quanto por local de coleta (p>0,05).

Tabela 4 - Contagem Padrdo em Placas (CPP) das Unidades Formadoras de Colonias (UFC)
por g ou mL de Bactérias Heterotrdficas Cultivaveis nas fazendas de carcinicultura analisadas
no ponto de coleta "viveiro" no periodo de estio e chuvoso.

Estio Chuvoso
Ponto de coleta
BHC  BHC+TET BHC+OTC BHC  BHC+TET BHC+OTC

CELl  14x10%st <1x10%st  1,9x10%st 2,5x10%st  2,6x10%st  1,6x10%st

CE2 1x10%est  <1x10%st  <1x10%st 2,6x10°  <1x10%st  <1x10%st
% RN 1 2x10%st  4x10%st  2,5x10%st 4,5x10%st  4,1x10%st 1x10°
< RN 2 8,5x10°  6,1x10%st  9,6x10* 1,4x10°  2,9x10%st  3,1x10%st

Média 6,1x10°%  15x10° 8,7x10*" 36x10"%  14x10°" 1,1x10°°

CE1l 6,1x10*  <Ix10%st  <1x10%st 3,6x10%st  1,6x10°  2,2x10%st
£ CE2  <1x10%st <1x10%st  <1x10%st 5x10°  <1x10%st  <1x10%st
£ RN1  46x10°  <1x10%st  <1x10%st 58x10°  7,8x10%st  3,3x10°
3 RN 2 1,9x10°  <1x10%st  <1x10%st 5,7x10°  49x10°  3x10%st

Média 6,1x10°¢  <1x10?¢ <1x10?¢ 29x10°% 7210 8,9x10°"

CE: Fazendas do Ceard 1 e 2, RN: Fazendas do Rio Grande do Norte 1 e 2. Letras iguais: Valores médios
estatisticamente iguais (P>0,05). Letras diferentes: Valores médios estatisticamente diferentes. (P<0,05).

Tabela 5 - Contagem Padrdo em Placas (CPP) das Unidades Formadoras de Colonias (UFC)
por g ou mL de Bactérias Heterotrdficas Cultivaveis nas fazendas de carcinicultura analisadas
no ponto de coleta “canal de drenagem" no periodo de estio e chuvoso.

Ponto de coleta Estio Chuvoso
BHC  BHC+TET BHC+OTC BHC  BHC+TET BHC+OTC
CE1l 53x10"  4,5x10%st  2,7x10%st 58x10°  6,9x10%st  2x10%st
© RN 1 2,6x10"  2x10%st  1x10%st 8x10’ 2,1x10* 1,5x10*
3 RN 2 12x10°  2x10%st  2,5x10%st 34x107  2,8x10*  1,9x10%st
Média 49x10°%  2,8x10°° 5,1x10%° 39x10"%  1,6x10*¢ 6,8x10*°
o CE1l 5x10*  1,3x10%st  <1x10%st 1,9x10°  5x10%st  3x10%st
5 RN1  17x10%st <i1x10%st  <1x10%st 1,2x10°  <1x10%st  2,5x10%st
% RN 2 2,3x10%st  <1x10%st  <1x10%st 7,2x10*  <1x10%st  3x10%st
@ Média 56x107°  1,1x10%° <1x10?¢ 11x10°%  17x10°%  28x102™

CE: Fazendas do Ceara 1, RN: Fazendas do Rio Grande do Norte 1 e 2. Fazenda CE 2 ndo apresentou canal de
abastecimento, portanto ndo foi incluida. Letras iguais: Valores médios estatisticamente iguais (P>0,05). Letras

diferentes: Valores médios estatisticamente diferentes. (P<0,05).
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Para o ponto de coleta "viveiro", as contagens de BHC totais foram
estatisticamente superiores as contagens de BHC+TET e BHC+OTC (F=8,735, p<0,05) para
todos os tratamentos (por periodo e por local de coleta) (Tabela 4). Entretanto, as contagens
de BHC totais, BHC+TET e BHC+OTC da agua foram estatisticamente superiores as
contagens do sedimento durante o periodo de estio (p<0,05). As contagens de BHC+TET e
BHC+OTC entre o periodo de estio e chuvoso, para as amostras de &gua, foram
estatisticamente iguais (p>0,05), contudo para as amostras de sedimento, as contagens de
BHC+TET e BHC+OTC foram maiores no periodo chuvoso que no estio (p>0,05) (Tabela 4).
Durante o periodo chuvoso, as contagens de BHC+TET e BHC+OTC das amostras de agua e
sedimento foram estatisticamente iguais (p>0,05).

Para o ponto de coleta "canal de drenagem”, as contagens de BHC totais foram
estatisticamente superiores as contagens de BHC+TET e BHC+OTC (F=18,564, p<0,05) para
todos os tratamentos (por periodo e por local de coleta) (Tabela 5). As contagens de
BHC+TET e BHC+OTC entre o periodo de estio e chuvoso, para as amostras de agua, foram
estatisticamente iguais (p>0,05). Contudo, para as amostras de sedimento, as contagens de
BHC+TET e BHC+OTC durante o periodo de estio foram estatisticamente inferiores as
contagens do periodo chuvoso (p<0,05). As contagens de BHC totais, BHC+TET e
BHC+OTC das amostras de &gua, tanto no periodo de estio quanto no chuvoso, foram
estatisticamente superiores as contagens do sedimento (p<0,05). Para as amostras de agua e
sedimento, as contagens de BHC+TET e BHC+OTC durante o periodo chuvoso foram
estatisticamente superiores as contagens dos mesmos grupos obtidas no periodo de estio
(p<0,05) (Tabela 5).

Apos a andlise de correlagdo canonica, foi verificado que a variavel fisico-quimica
salinidade influenciou nas contagens de BHC totais entre os periodos de estio e chuvoso,
demonstrando que, independentemente dos pontos de coleta, as precipitacdes podem ser fator
decisivo para a quantificacdo de bactérias heterotréficas cultivaveis. Para Beardsley et al.,
(2011), os micro-organismos desempenham um papel importante nos sistemas de aquicultura,
porém esses sistemas estdo sujeitos a entrada de espécies patogénicas e com perfil de
resisténcia desconhecido. Dessa forma, a quantificacdo oferece subsidios para avaliacdo geral
da microbiota bacteriana, porem somente a analise da diversidade de géneros bacterianos, seu
perfil antimicrobiano e avaliacdo da possivel patogenicidade sao decisivos.

A partir da quantificacdo da comunidade bacteriana heterotrofica cultivavel (BHC
total), foi possivel se isolar um total de 146 cepas, das quais 72 foram no periodo de estio e 74

no periodo chuvoso. Considerando os pontos de coleta, 32 cepas foram isoladas do estuario,
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19 do canal de abastecimento (CA), 57 do viveiro e 38 do canal de drenagem (CD). Do total
de cepas isoladas, 94 cepas foram oriundas da agua e 52 do sedimento. As cepas de BHC
foram identificadas bioquimicamente em 10 géneros diferentes, dos quais Vibrio (n=65),

Enterobacter (n=21) e Serratia (n=15) foram os mais recorrentes (Grafico 1).

Graéfico 1 - Diversidade de géneros de bactérias heterotroficas isoladas de carciniculturas do

Ceara e Rio Grande do Norte.
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O maior numero de isolados do género Vibrio comprova o fato de que esses
micro-organismos sdo abundantes em ecossistemas marinhos e estuarinos e assumem
essencial importancia em ambiente de carcinicultura. A recorréncia de micro-organismos da
familia Enterobacteriaceae: Enterobacter, Serratia, Klebsiella e Escherichia é preocupante,
pois ndo fazem parte da microbiota natural dos camardes nem do ambiente de cultivo. Dessa
forma, possivelmente uma fonte de contaminacdo externa (racdo ofertada, calagem e
sanitizacdo ineficiente do viveiro entre os cultivos) seja a explicacdo para a detec¢cdo. Yagoub
(2009) relatam a presenga de micro-organismos do género Pseudomonas e Enterobacter
associados a races peletizadas e matrizes de camardes cultivados, fato esse que pode
confirmar a natureza exogena dessa microbiota no ambiente de carcinicultura.

A diversidade de bactérias heterotréficas foi maior no viveiro (H'=0,835)
comparado aos demais pontos de coleta. Por periodo de coleta, a diversidade foi maior no

estio (H'=0,835) e nas amostras de agua (H'=0,733) (Tabela 6). O detalhamento da frequéncia
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de isolados, de cada género bacteriano, por matriz (periodo de coleta/amostra/ponto de coleta)
é apresentado na tabela 7. Foi possivel verificar que Vibrio foi o género dominante em todos
0s pontos de coleta. Nas amostras de agua e sedimento do estuario, s6 foram evidenciadas

bactérias pertencentes ao género Vibrio, Enterobacter, Serratia e Aeromonas.(Tabela?).

Tabela 6 - indice de diversidade (H') e dominancia (C) por periodo de coleta, amostra e ponto
de coleta das bactérias heterotroficas cultivaveis totais, resistentes a tetraciclina e resistentes a

oxitetraciclina.

3 Periodo de coleta Amostra Ponto de coleta
Indices _

Chuvoso  Estio Agua Sedimento Estuario CA Viwveiro CD
o H 0630 0,835 0,733 0.709 0516 0474 0835 0,738
5 C 0,348 0,169 0,252 0,266 0341 0374 0,189 0,208
- H 0,436 0,781 0,688 0,606 0426 0452 0,791 0,752
- C 0,490 0,171 0,235 0,300 0374 0,38 0,199 0,154
o H 0,371 0,762 0,690 0,486 0432 0439 0740 0,620
5 C 0,529 0,177 0,231 0,353 0,345 0,267 0,205 0,194

TET: Bactérias heterotroficas cultivaveis resistentes a tetraciclina
OTC: Bactérias heterotroficas cultivaveis resistentes a oxitetraciclina

Acinetobacter s6 foi detectada nas amostras de agua do viveiro, durante o periodo
chuvoso, enquanto Escherichia durante o periodo de estio. Bactérias do género Acinetobacter
sdo encontradas no solo, estando intimamente relacionadas com o processo de mineralizacdo
de compostos aromaticos (VANBROEKHOVEN et al., 2004). A presenca desse micro-
organismo na agua pode estar relacionada a ressuspensdo de matéria organica durante o
periodo chuvoso. Ja Clostridium, que é outro bastonete de solo, sé foi encontrado em
amostras de sedimento do viveiro. Para Anand et al. (2008), a presenca de cepas de
Clostridium, e especificamente Clostridium perfringens, em viveiros de camardao pode ser um

indicativo da ma eficiéncia dos processos de calagem e desinfeccao dos viveiros.
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Tabela 7 - Distribuicdo de bactérias heterotroficas isoladas de carciniculturas do Ceara e Rio Grande do Norte por local, ponto e periodo de

coleta.
Estuéario CA Viveiro CD
(n=32) (n=19) (n=57) (n=38)
Agua Sedimento Agua Sedimento Agua Sedimento Agua Sedimento
(n=8) (n=7) (n=6) (n=1) (n=25) (n=12) (n=7) (n=6)
Vibrio (4) Vibrio (2) Enterobacter (3)  Serratia (1) Vibrio (12) Vibrio (5) Pseudomonas (4) Bacillus (2)
__| Enterobacter (3)  Aeromonas (2) Serratia (3) Pseudomonas (3) Bacillus (3) Enterobacter (2) Serratia (2)
N
'ﬁ Serratia (1) Serratia (2) Aeromonas (3) Clostridium (2) Klebsiella (1) Enterobacter (1)
% Enterobacter (1) Enterobacter (2) Enterobacter (1) Klebsiella (1)
'E, Escherichia (2) Pseudomonas (1)
Klebsiella (2)
Serratia (1)

Agua Sedimento Agua Sedimento Agua Sedimento Agua Sedimento

(n=12) (n=5) (n=6) (n=6) (n=9) (n=11) (n=21) (n=4)
g Vibrio (7) Vibrio (4) Vibrio (5) Vibrio (6) Enterobacter (4) Vibrio (5) Vibrio (12) Vibrio (3)
l\_l’ Enterobacter (3) Aeromonas (1) Aeromonas (1) Serratia (2) Pseudomonas (3) Pseudomonas (3) Bacillus (1)
g Aeromonas (1) Acinetobacter (1)  Bacillus (2) Aeromonas (2)
E Serratia (1) Aeromonas (1) Clostridium(1) Serratia (2)
O Bacillus (1) Bacillus (1)

Enterobacter (1)

CA: Canal de Abastecimento

CD: Canal de Drenagem
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A partir do mapa perceptual gerado pela analise de correspondéncia, foi possivel
se estabelecer interpretacGes acerca do perfil de diversidade de BHC pelas matrizes: periodo
de coleta/amostra/ponto de coleta (combinacgdes foram descritas no material e métodos, item
3.4.10.4) (Gréfico 2). As variagdes dos dados foram explicadas por duas dimensdes (dimensdo
1 com 36,06% de inércia e dimensdo 2 com 20,78% de inércia, totalizando 53,15%) como

detalhado no Gréfico 2.

Gréfico 2 - Mapa perceptual da frequéncia de isolados de bactérias heterotréficas cultivaveis
por combinacédo periodo de coleta/amostra/ponto de coleta.
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Dimenséo 1 (36,06% da Inércia)

Foram determinados cinco (5) grupos com base no perfil de similaridade de
diversidade bacteriana: Grupo 1 (A07 e Al5), Grupo 2 (Al2 e A16), Grupo 3 (A03, Al0 e
Al4), Grupo 4 (A0l e A13) e Grupo 5 (A02, A04, A05, A06, A08 e All1). No grafico 2 foram
evidenciados 0s grupos correspondentes aos géneros bacterianos mais associados (circulos
vermelhos), dos quais a diversidade bacteriana encontrada na agua do viveiro durante o
periodo de chuvoso (interseccdo em AO03) esteve mais associada a quantificacdo de
Enterobacter, Serratia e Acinetobacter, que pode ser comprovado pelo detalhamento
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apresentando na tabela 6.

A diversidade de bactérias do sedimento estuarino foi similar a da 4gua do canal
de abastecimento durante o periodo chuvoso, sendo composta pelos géneros Vibrio e
Aeromonas (Tabela 7). Embora tenha sido encontrada em todos os pontos de coleta, foi
verificado que a diversidade Aeromonas esteve mais associada ao estuario (A0l e Al3)
(Gréfico 2) e que os periodos de coleta ndo influenciaram na sua deteccdo. As cepas
pertencentes a esse género ndo sao halofilicas e, no presente estudo, s6 foram isoladas em
aguas estuarinas com salinidade méaxima de 5, principalmente durante o periodo chuvoso.
Resultado semelhante foi relatado por Silva et al. (2014) que, ao analisarem a distribuicdo de
Aeromonas ao longo do rio Coco (municipio de Fortaleza), verificaram que sua quantificacdo
é tdo maior quanto menor forem os valores de salinidade. Isso explica Aeromonas ndo ter
sido detectada nas aguas estuarinas no periodo de estio, entretanto, no sedimento, o
isolamento de Aeromonas parece ndo ser influenciado pelas variacdes de salinidade da agua.
Além disso, o fato de Aeromonas ser considerada halotolerantes (em salinidade até 6)
justifique o fato de algumas cepas terem sido encontradas nos pontos de coleta com salinidade
maior (PIANETTI et al., 2008).

Com relacdo as enterobactérias, a diversidade de Escherichia nédo foi
correlacionada a diversidade de Enterobacter e Serratia (Grafico 2). Cepas de Escherichia s
foram encontradas em amostras de agua do viveiro no estio (All) (Tabela 6). Mesmo ndo
fazendo parte da microbiota natural das aguas estuarinas, cepas de Escherichia ja foram
isoladas de ambiente de carcinicultura por Vieira et al.(2010), evidenciando que a detec¢édo de
bactérias desse género é recorrente em cultivo de camardo. Entretanto a deteccdo de Serratia
em ambiente de carcinicultura é relativamente nova e merece ser melhor investigada em
trabalhos posteriores. Algumas cepas de Serratia tém sido associadas como produtoras de
quitinase e, considerando que todo o exoesqueleto do camardo € formado de quitina, essas
bactérias podem ser facilitadoras de patogenias de origem bacteriana e viral nesses
organismos (ZAREI et al., 2012; ZHANG et al., 2012).

Por Vibrio ter sido o género bacteriano mais abundante, no mapa perceptual ele
foi associado a diferentes matrizes, 0 que sugere que essa bactéria, quando comparada ao
demais géneros, ndo teve sua distribuicdo claramente influenciada pelos pontos de coleta.
Costa et al. (2010) salientam que a distribuicdo de vibrios em ecossistemas estuarinos e,
consequentemente, em ambiente de carcinicultura € consideravelmente influenciada pela
disponibilidade de nutrientes, o que talvez justifique a grande quantidade de cepas de Vibrio

encontradas nas fazendas de carcinicultura objeto de estudo da presente tese.
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Foram isoladas 57 cepas com resisténcia a tetraciclina e 45 a oxitetraciclina.
Considerando-se a diversidade de BHC com resisténcia TET e OTC, Vibrio foi novamente o
género mais recorrente, apresentando 26 cepas com resisténcia a tetraciclina e 21 com
resisténcia a oxitetraciclina (Grafico 3). Em comparacao a diversidade de BHC totais, dois (2)
géneros bacterianos ndo foram relatados dentre os isolados com resisténcia: Acinetobacter e
Clostridium. Embora todos os géneros bacterianos tenham sido compartilhados entre os dois
grupos (BHC+TET e BHC+OTC), a quantificacdo de bactérias resistentes foi considerada alta
(em relacdo as BHC totais), principalmente para aqueles micro-organismos com reconhecida
patogenia ao homem e organismos cultivados: Serratia, Klebsiella, Aeromonas e Vibrio.

Gréafico 3 - Diversidade de bactérias heterotroficas resistentes a tetraciclina e oxitetraciclina

isoladas de carciniculturas do Ceara e Rio Grande do Norte.
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Yano et al. (2011), em estudo feito em carciniculturas da Tailandia encontraram
alta recorréncia de cepas de Vibrio e Aeromonas com resisténcia a oxitetraciclina, o que
demonstra que a resisténcia de cepas desses géneros ndo é apenas um caso isolado em
fazendas de camardo do nordeste do Brasil. Outrossim, Vibrio foi o Gnico micro-organismo
resistente a TET encontrado nas amostras de sedimento do estuéario, canal de abastecimento e
canal de drenagem durante o periodo chuvoso (Tabela 8). Para BHC+OTC, Vibrio foi
encontrado em todos o pontos de coleta do sedimento também durante o periodo chuvoso
(Tabela 9).
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Tabela 8 - Distribuicdo de bactérias heterotréficas com resisténcia a tetraciclina isoladas de carciniculturas do Ceara e Rio Grande do Norte por

local, ponto e periodo de coleta.

Estuéario CA Viveiro CD
(n=14) (n=8) (n=22) (n=13)
Agua Sedimento Agua Sedimento Agua Sedimento Agua Sedimento
(n=4) (n=4) (n=3) (n=1) (n=10) (n=5) (n=3) (n=4)
Vibrio (2) Serratia (2) Enterobacter (2)  Serratia (1) Vibrio (4) Vibrio (3) Pseudomonas (2) Bacillus (1)
E‘:,\ Enterobacter (1) Vibrio (1) Serratia (1) Pseudomonas (2) Bacillus (1) Enterobacter (1) Enterobacter (1)
'\,_l, Serratia (1) Enterobacter (1) Aeromonas (1) Enterobacter (1) Serratia (1)
© Enterobacter (1) Klebsiella (1)
)
i Escherichia (1)
Klebsiella (1)

Agua Sedimento Agua Sedimento Agua Sedimento Agua Sedimento
—_ (n=4) (n=2) (n=2) (n=2) (n=4) (n=3) (n=4) (n=2)
% Vibrio (3) Vibrio (2) Vibrio (2) Vibrio (2) Enterobacter (2) Vibrio (2) Vibrio (3) Vibrio (2)
£ | Enterobacter (1) Serratia (2) Pseudomonas (1) Aeromonas (1)
2
o
>
>
<
O
CA: Canal de Abastecimento

: Canal de Drenagem
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Tabela 9 - Distribuicdo de bactérias heterotréficas com resisténcia a oxitetraciclina isoladas de carciniculturas do Ceara e Rio Grande do Norte

por local, ponto e periodo de coleta.

: Canal de Abastecimento
: Canal de Drenagem

Estuéario CA Viveiro CD
(n=11) (n=6) (n=19) (n=9)
Agua Sedimento Agua Sedimento Agua Sedimento Agua Sedimento
(n=3) (n=3) (n=2) (n=1) (n=10) (n=4) (n=2) (n=2)
Vibrio (2) Serratia (2) Enterobacter (1)  Serratia (1) Vibrio (4) Vibrio (2) Enterobacter (1) Enterobacter (1)
E Enterobacter (1) Enterobacter (1) Serratia (1) Pseudomonas (2) Bacillus (1) Pseudomonas (1)  Serratia (1)
'\,_l, Aeromonas (1) Enterobacter (1)
2 Enterobacter (1)
)
i Escherichia (1)
Klebsiella (1)
- Agua Sedimento Agua Sedimento Agua Sedimento Agua Sedimento
3 (n=3) (n=2) (n=1) (n=2) (n=3) (n=2) (n=3) (n=2)
iIZI/ Vibrio (2) Vibrio (2) Vibrio (1) Vibrio (2) Enterobacter (2) Vibrio (2) Vibrio (2) Vibrio (2)
2 Enterobacter (1) Serratia (1) Aeromonas (1)
S
>
e
@)
CA
CD
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A diversidade de BHC+TET e BHC+OTC foi maior no ponto de coleta "viveiro".
Assim como ocorreu para demais BHC totais, foi verificado que a diversidade de bactérias
resistentes foi maior durante o periodo de estio e para as amostras de dgua (Tabela 6). A maior
diversidade de bactérias resistentes a TET e OTC no viveiro, possivelmente, demonstra um
problema cronico no uso desses antimicrobianos em cultivo de camardo. Segundo Mackie et
al. (2006) a presenca de bactérias resistentes a antimicrobianos da classe das tetraciclinas no
ambiente marinho ou estuarino e, principalmente, no cultivo de organismos comprova 0 uso
recente desses antimicrobianos.

Do mapa perceptual, gerado a partir das frequéncias de BHC+TET nas diferentes
matrizes, foi possivel se estabelecer quatro (4) grupos com base nos perfis de similaridade
(duas dimensdes, totalizando 61,54% de inércia): Grupo 1 (B01, B02, B04, B05, B06 e B15),
Grupo 2 (B03, B13 e B14), Grupo 3 (B10 e B16), Grupo 4 (BO7 e B11) (Gréafico 4). No
gréafico 4 estdo circuladas as matrizes mais correlacionadas e o respectivo grupo bacteriano

gue mais promoveu essa associacao.

Grafico 4 - Mapa perceptual da frequéncia de isolados de bactérias heterotroficas cultivaveis

resistentes a tetraciclina por combinacgéo periodo de coleta/amostra/ponto de coleta.
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Foi possivel verificar que a interacdo existente entre a diversidade bacteriana da
agua do viveiro no periodo chuvoso (B03) e a diversidade do sedimento do canal de drenagem
no periodo de estio (B16) foi mais associada a frequéncia de Enterobacter (Gréfico 4). A
diversidade de bacteérias resistentes nas amostras de agua do viveiro no periodo de estio (B11)
esteve mais associada a frequéncia de Klebsiella, enquanto do canal de drenagem a
Pseudomonas. As matrizes associadas as frequéncias de Vibrio e Serratia foram distintas,
sendo apresentas nos extremos da dimensdo 1 (Gréfico 4).

Do mapa perceptual gerado a partir das frequéncias de BHC+OTC nas diferentes
matrizes, foram estabelecidos dois (2) grupos com base nos perfis de similaridade (duas
dimens0es, totalizando 65,51% de inércia): Grupo 1 (C01, C02, C04, C05, C06, C0O7, C08 e
C09) e Grupo 2 (C03, C10, C13, C14 e C16) (Grafico 5). Ainda no grafico 5 foram circuladas
as matrizes mais correlacionadas e o respectivo grupo bacteriano que mais concorreu para

essa associagéo.

Grafico 5 - Mapa perceptual da frequéncia de isolados de bactérias heterotréficas cultivaveis

resistentes a oxitetraciclina por combinacgéo periodo de coleta/amostra/ponto de coleta.
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A diversidade de géneros de BHC+OTC encontrados no viveiro (amostra de
sedimento) durante o periodo chuvoso (C15) foi fortemente influenciada pelos géneros
Bacillus e Vibrio. Ja para as amostras de sedimento, no periodo de estio, foram Serratia e
Enterobacter (Gréafico 5). A diversidade bacteriana na agua do estuério foi equivalente entre
0s periodos de estio e chuvoso (CO1 e C09) com microbiota composta de Vibrio e
Enterobacter. Aeromonas, Escherichia, Klebsiella e Pseudomonas foram os géneros
bacterianos que mais influenciaram, na diversidade de BHC+OTC, as amostras de agua do
viveiro durante o periodo de estio (Gréafico 5).

Em estudo realizado por Tendencia e Pefia (2002), foram detectadas cepas de
Vibrio, Pseudomonas e Aeromonas resistentes a oxitetraciclina em ambiente de cultivo de
camardo nas Filipinas, a imitacdo do relatado na presente tese. J& Boinapally e Jiang (2007)
afirmam que a alta resisténcia as tetraciclinas em ambientes tropicais é devido a alta
solubilidade desses antimicrobianos nas aguas costeiras, ao contrario do que ocorre em
ecossistemas temperados, nos quais as bactérias resistentes sdo mais facilmente isoladas no

sedimento e nos proprios organismos cultivados.

4.3 Quantificagdo e diversidade de Vibrio

De forma geral, as contagens de Vibrio foram equivalentes nos quatro (4) pontos
de coleta (Tabelas 10 a 13). As contagens de Vibrio sacarose positivo e negativo foram
consideradas estatisticamente iguais para todos os pontos analisados (P>0,05). Entretanto,
considerando-se as amostras, todas as contagens de Vibrio total da &gua foram
estatisticamente superiores as do sedimento (P<0.05). Em pelo menos uma amostra de
sedimento de cada fazenda foram verificadas contagens de Vibrio , no periodo de estio abaixo
de 100 UFC.mL™Y/g*. Em contrapartida, no periodo chuvoso, as contagens de Vibrio total,
sacarose positivos e negativos foram superiores para as amostras de sedimento do viveiro
(p<0,05) (Tabela 12). Para as amostras de agua, assim como observado no comportamento das
BHC, BHC+TET e BHC+OTC, as contagens de Vibrio total, sacarose positivos e negativos
foram superiores no periodo chuvoso nos pontos de coleta: viveiro e canal de drenagem
(Tabelas 12 e 13).



68

Tabela 10 - Contagem Padrdo em Placas (CPP) das Unidades Formadoras de Colénias (UFC)
de Vibrio nas fazendas de carcinicultura analisadas no ponto de coleta "estuario™ no periodo

de estio e chuvoso.

Estio Chuvoso
Ponto de coleta
Vibrio Vibrio sac+  Vibrio sac- Vibrio Vibrio sac+  Vibrio sac-
CE1l 1,1x10%st  <Ix10%st  <I1x10%st 1,4x10%st  4x10%st 3x10%st
CE2 3,8x10° 2,5x10%st 3x10%st <1x10%st <1x10%st <1x10%st
(3¢
2 RN 1 1,1x10°  4,6x10%st 2x10° 6,1x10%est  5x10%st 6,7x10%st
< RN 2 2 7
3,5x10%st  <1x10%est 2x10%st 1,1x10 1,3x10%st 2x10%st
Meédia 3,6x10°°  1,1x10%° 5,6x10°%" 1,8x107%  34x10*P 6,7x10%"
CE1l <1x10%st <1x10%st <1x10%st 2x10%st <1x10%st <1x10%st
g CE2 <1x10%st <1x10%st <1x10%st <1x10%st <1x10%st <1x10%st
[¢D)
e RN 1 1,4x10%st  <1x10%st <1x10%st 9x10%st <1x10%est <1x10%st
©
3 RN 2 <1x10%st  <1x10%st <1x10%st 15x10%st  <1x10%st <1x10%st
Média 45,702  <1x10%st®  <1x10%st’ 34x102°  <ix10%st®  <ix10%st’

CE: Fazendas do Ceard 1 e 2, RN: Fazendas do Rio Grande do Norte 1 e 2. Letras iguais: Valores médios
estatisticamente iguais (P>0,05). Letras diferentes: Valores médios estatisticamente diferentes. (P<0,05).

Tabela 11 - Contagem Padrdo em Placas (CPP) das Unidades Formadoras de Col6nias (UFC)
de Vibrio nas fazendas de carcinicultura analisadas no ponto de coleta "canal de
abastecimento™ no periodo de estio e chuvoso.

Estio Chuvoso
Ponto de coleta
Vibrio Vibrio sac+  Vibrio sac- Vibrio Vibrio sac+ Vibrio sac-

CE1l 1,6x10° 2x10%st 3,5x10%st 2x10%st  <1x10%st <1x10%st
© RN 1 2,6x10°  15x10%st  3,4x10%st 1x10%st  2,1x10%st  1,7x10%st
3 RN 2 58x10°  5x10%st  2,1x10%st 2x10° 3x10%st 4x10°

Média 1,1x10%° 2,8x10"° 2,4x10"° 7x10°° 1,7x10° 1,1x10°
° CE1l <1x10%st  <1x10%st  <1x10%st <1x10%st  <1x10%st <1x10%st
|5 RN 1 7,6x10°  <Ix10%st  <1x10%st <1x10%st  <1x10%st  <1x10%st
% RN 2 2,2x10%st  2x10%st 2,1x10%st 9,5x10%st  <1x10%est <1x10%st
@ Média  33¢103°  13x10% 1,4x102° 38x102°  <Ix10%st®  <1x10%st?

CE: Fazendas do Ceard 1 e 2, RN: Fazendas do Rio Grande do Norte 1 e 2. Letras iguais: Valores médios
estatisticamente iguais (P>0,05). Letras diferentes: Valores médios estatisticamente diferentes. (P<0,05).
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Tabela 12 - Contagem Padréo em Placas (CPP) das Unidades Formadoras de Col6nias (UFC)
de Vibrio nas fazendas de carcinicultura analisadas no ponto de coleta "viveiro" no periodo de
estio e chuvoso.

Estio Chuvoso
Ponto de coleta
Vibrio Vibrio sac+  Vibrio sac- Vibrio Vibrio sac+  Vibrio sac-
CE1l 6,1x10° 2x10° 2x10%st 3,8x10%st  <Ix10%st  <1x10%st
CE2 59x10*  4,1x10%st  <1x10%st <1x10%st <1x10%st <1x10%st
§ RN 1 1,9x10° 2,1x10°* 2,6x10° 3,4x10 1,9x10° 5,6x10°
< RN 2 1,2x10°  6,5x10%st  9,1x10%st 1,6x107 1,8x10° <1x10%st
Media  59x108®°  1,7x10%" 2,4x10% 1,2x107" 9,2x10°¢ 1,4x10°°
CE1l <1x10%st  <1x10%st  <1x10%st 5x10%st <1x10%st <1x10%st
-g CE2 <1x10%st  <1x10%st  <1x10%st <1x10%st <1x10%st <1x10%st
£ RN1  55x10%st 2,2x10%st  1,6x10%st  2,9x10%st  3x10%st  2,1x10%st
2 RN2  5x10%st  <1x10%st  <I1x10%st  65x10%st  <Ix10%st  <lx10%est

Média 1,5x10%¢ 1,3x102¢ 1,1x102¢ 7,5x10%¢ 8,2x102¢ 1,3x102¢

CE: Fazendas do Ceard 1 e 2, RN: Fazendas do Rio Grande do Norte 1 e 2. Letras iguais: Valores médios
estatisticamente iguais (P>0,05). Letras diferentes: Valores medios estatisticamente diferentes. (P<0,05).

Tabela 13 - Contagem Padréo em Placas (CPP) das Unidades Formadoras de Col6nias (UFC)
de Vibrio nas fazendas de carcinicultura analisadas no ponto de coleta " canal de drenagem ™
no periodo de estio e chuvoso.

Estio Chuvoso
Ponto de coleta
Vibrio Vibrio sac+  Vibrio sac- Vibrio Vibrio sac+  Vibrio sac-
CE1  15x10%st <1x10%st  <1x10%st <1x10%st  <1x10%st  <1x10%st
© RN 1 2,8x10°  1,5x10%st  2x10%st 2,8x10%est  7,1x10%st  2x10%st
L RN 2 41x10°  6,1x10%st  <Ix10%st 8,2x10° 3x10%st  1,9x10%st
Media 2,3x10°° 2,6x10%" 6,7x10%" 9,6x10°° 3,3x10*¢ 1,3x10°¢
o CE1l  <«1x10%st <Ix10%st  <1x10%st <1x10%st  <Ix10%st  <1x10%st
5 RN1 9,2x10°  <1x10%st  <1x10%st <1x10%st  <1x10%st  <1x10%st
% RN 2 2,2x10° <1x10%st  <1x10%st 1,7x10%st  <1x10%st <1x10%st
» Média 3,1x10%° <1x10%st’  <1x10%st’ 6,3x10%° <1x10%st ' <1x10%st '

CE: Fazendas do Ceard 1 e 2, RN: Fazendas do Rio Grande do Norte 1 e 2. Letras iguais: Valores médios
estatisticamente iguais (P>0,05). Letras diferentes: Valores médios estatisticamente diferentes. (P<0,05).

N&o foi verificada correlacdo entre as varidveis fisico-quimicas temperatura e pH
e as contagens de Vibrio sacarose positivo e negativo (P>0,05), entretanto a salinidade

influenciou nas contagens de Vibrio, 0 que ja era esperado pois Sd0 micro-organismos quase
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em sua totalidade halofilicos. Esse fato pode ser comprovado pelas maiores quantificacdes no
periodo chuvoso (salinidade menor) que no estio (salinidade maior) (P<0,05). Pinto et al.
(2011) salientam que, embora Vibrio seja normalmente quantificado em sacarose positivo e
sacarose negativo, ambos 0s grupos apresentam patdgenos ao camardo marinho cultivado
como Vibrio parahaemolyticus (sac -) e V. fischeri (sac +). Ja Marcel et al. (2012) salientam
que, além da salinidade influenciar na quantificacdo de Vibrio, possivelmente, a diversidade
de bactérias desse género também é afetada por essa variavel.

Com relagdo a diversidade de Vibrio, foram isoladas 100 cepas de 14 espécies
diferentes, com destaque para Vibrio coralliilyticus (n=28), V. calviensis (n=19), V. mimicus
(n=13) e V. diabolicus (n=10) (Gréfico 6). Mesmo V. coralliilyticus sendo a espécie com
maior quantidade de cepas isoladas, V. calviensis foi dominante nos pontos de coleta estuario,
canal de abastecimento e canal de drenagem. Este fato ndo € novidade, pois V. calviensis tem
sido relatado como uma espécie abundante em &guas marinhas e/ou estuarinas com estirpes ja,
reconhecidamente, isoladas de agua (VIEIRA et al., 2010) e sedimento (LIMA, 2006) de

viveiros de camardo.

Grafico 6 - Diversidade de Vibrio spp. isolados em todos os pontos de coleta, na agua e

sedimento, em fazendas de carcinicultura do nordeste brasileiro.
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Dentre os pontos de coleta, foram isoladas 30 cepas de Vibrio do estuario, 27 do

canal de abastecimento, 23 do viveiro e 20 do canal de drenagem (Tabela 14). A diversidade
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de espécies de Vibrio foi maior no canal de drenagem (H'=0,914), seguido do canal de
abastecimento (0,893), estuario (0,831) e viveiro (0,707) (Tabela 13). Por conseguinte, o
indice de dominancia foi superior para o viveiro (C=0,249), explicado pela maior recorréncia
de cepas de V.coralliilyticus (Tabela 6). Embora nas amostras de agua e sedimento do estuario
tenha sido evidenciada a maior quantificacdo de Vibrio, a diversidade foi baixa quando
comparada ao canal de abastecimento e ao canal de drenagem. Ainda a respeito da diversidade
de Vibrio do estuario, os maiores numeros de isolados foram de V.calviensis (n=7),

V.coralliilyticus (n=6) e V.diabolicus (n=5).

Tabela 14 - Diversidade de espécies de Vibrio isoladas de carciniculturas do Cearad e Rio

Grande do Norte por ponto de coleta.

Espécie Estuério CA Viveiro CD Total
Vibrio alginolyticus 2 - 1 - 3
Vibrio calviensis 7 6 2 4 19
Vibrio cholerae - 1 1 - 2
Vibrio coralliilyticus 6 8 11 3 28
Vibrio diabolicus 5 2 1 2 10
Vibrio fischeri - - 2 2 4
Vibrio harveyi 2 1 - 2 5
Vibrio ichthyoenteri 1 - - - 1
Vibrio litoralis 2 3 - 1 6
Vibrio mimicus 5 1 4 3 13
Vibrio parahaemolyticus - 1 1 2 4
Vibrio pelagius - 1 - - 1
Vibrio rumoiensis - 1 - - 1
Vibrio tasmaniensis - 2 - 1 3
indice de diversidade (H'") 0,831 0,893 0,707 0,914
indice de dominancia (C) 0,136 0,137 0,249 0,084
Total 30 27 23 19 100

CA: Canal de abastecimento; CD: Canal de Drenagem

Outras especies como V. harveyi e V. parahaemolyticus merecem especial atencédo
devido ao seu histérico de patogenicidade e surtos alimentares relacionados ao camaréo
marinho cultivado. V. harveyi foi encontrado nos pontos de coleta estuario, canal de
abastecimento e canal de drenagem, enquanto V. parahaemolyticus foi encontrado no canal de
abastecimento, drenagem e estuario. Kannapiran et al. (2009) ressaltam que V. harveyi é uma
espécie constantemente encontrada em ambiente de carcinicultura. Ademais, os autores
consideram que essa espécie é capaz de expressar luminescéncia, que é um importante
fendtipo de patogenicidade. J& Soto-Rodriguez et al. (2012) relacionam essa espécie como

oportunista em camardes acometidos pela sindrome de Taura.



72

Considerando-se as amostras, foram isoladas e identificadas 77 cepas de Vibrio
das amostras de agua, enquanto do sedimento foram 23 (Tabela 14). Outrossim, a diversidade
de Vibrio nas amostras de sedimento (H'=0,995) foi superior a da agua (H'=0,880). No
sedimento, ndo houve necessariamente uma espécie dominante (C=0,071), entretanto, nas
amostras de agua, V.coralliiliticus foi a mais recorrente (Tabela 14). Entre os periodos de
coleta, foram isolados 56 cepas de Vibrio no periodo de estio e 44 no periodo chuvoso.

A diversidade de Vibrio no periodo chuvoso (H'=1,040) foi maior que no periodo
de estio (0,711), entretanto no estio o numero de isolados foi superior (n=56) (Tabela 15).
Durante o periodo chuvoso a espécie dominante foi V.calviensis (n=11), enquanto no estio V.
coralliilyticus (n=25). A equivaléncia de espécies de Vibrio durante os periodos de coleta
corrobora com a hipotese de que no Nordeste brasileiro ndo ha uma diferenciacdo entre o
periodo considerado de estio e do considerado chuvoso como ocorre em outras regides
(CAVALCANTI, 2015). Por outro lado, nesse estudo foi possivel verificar que Vibrio é mais

facilmente isolado da agua que do sedimento (Tabela 2).

Tabela 15 - Diversidade de Vibrio isolados de carciniculturas do Ceara e Rio Grande do Norte

por periodo e amostra.

Periodo Amostra

Especie Estio Chuvoso Agua  Sedimento Total
Vibrio alginolyticus - 3 1 2 3
Vibrio calviensis 8 11 17 2 19
Vibrio cholerae - 2 1 1 2
Vibrio coralliilyticus 25 3 24 4 28
Vibrio diabolicus 5 5 6 4 10
Vibrio fischeri 1 3 2 2 4
Vibrio harveyi 4 1 3 2 5
Vibrio ichthyoenteri - 1 1 - 1
Vibrio litoralis 3 3 4 2 6
Vibrio mimicus 9 4 11 2 13
Vibrio parahaemolyticus 1 3 3 1 4
Vibrio pelagius - 1 - 1 1
Vibrio rumoiensis - 1 1 - 1
Vibrio tasmaniensis - 3 3 - 3
indice de diversidade (H'") 0,711 1,040 0,880 0,995
indice de dominancia (C) 0,249 0,095 0,170 0,071
Total 56 44 77 23 100

V. rumoiensis tem sido considerada como uma bactéria enddgena do Atlantico
norte, entretanto com relatos de isolamento em ambientes tropicais, a semelhanca da presente
tese (YUMOTO et al.,, 1999, COSTA et al., 2013). V. ichthyoenteri é considerado um
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patdgeno do halibutes, Paralichthys olivaceus, também comum de ambientes temperados. Ja
V. pelagius é uma bactéria com inumeros relatos em ambiente de carcinicultura, inclusive com
possivel associacdo com fatores de viruléncia (LABREUCHE et al., 2012; SONIA; LIPTON,
2011; ROCHA, 2011).

A partir do mapa perceptual (duas dimensoes, 40,02% de inércia), foi verificado
que a diversidade de Vibrio , durante o periodo de estio, nas amostras de agua e sedimento
foram similares para o viveiro (D11 e D15) (Grafico 7). A frequéncia de V.coralliilitucus e
V.mimicus foi similar nas diferentes matrizes e nao correlacionada a frequéncia de V.calviensis
e Vlitoralis (Dimensédo 1). A distribuicdo de V.pelagius (extremo da dimenséo 2),
V.ichithyoenteri e V.rumoiensis (extremos da dimensdo 1) ja era esperada, pois apenas uma

cepa de cada uma dessas espécies foi detectada (Grafico 7).

Grafico 7 - Mapa perceptual da frequéncia de espécies de Vibrio por combinagéo periodo de
coleta/amostra/ponto de coleta.
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Foi verificado que a distribuicdo de V.fischeri e V.pelagius foi dissimilar entre os
periodos de coleta e pontos analisados (Gréafico 7). A diversidade de Vibrio durante o periodo

de estio, para as amostras de agua, foi semelhante entre o estuario e canal de drenagem,
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estando intimamente relacionada a deteccdo de V.litoralis e V.tasmaniensis. Em contrapartida,
a distribuicdo de V.corallilyticus, V.diabolicus, V.harveyi, V.parahaemolyticus e V.mimicus foi
similar, porém nao sofreu alteracdo por periodo ou ponto de coleta. Esse fato sugere que, apds
0 periodo chuvoso, a microbiota destas espécies de Vibrio tende a ser uniformemente
distribuida tanto em &guas estuarinas quanto em &guas de cultivo.

A diversidade de Vibrio no sedimento do viveiro, no periodo de estio, foi similar
entre as amostras de agua e sedimento (D11 e D15), porém dissimilar ao periodo chuvoso
(D03 e DOQ7) (Grafico 7). Fries et al. (2008) consideram que os sedimentos estuarinos sao
reservatorios criticos para espécies de Vibrio e que durante o periodo chuvoso ha resuspensdo
desses microrganismos para a coluna d'agua, o que pode afetar na diversidade da microbiota
do sedimento.

Foi verificada similaridade nos perfis de espécie de Vibrio entre D01 e D02 e
entre D09 e D10, os quais sdo todos referentes as amostras de agua (Gréafico 7). Essa
similaridade j& era esperada, pois normalmente nas fazendas de carcinicultura hd apenas
captacdo, sem tratamento prévio da agua do estuario adjacente (KUMAR et al., 2011). Para o
viveiro, a diversidade de Vibrio é bastante heterogénea entre a 4gua e sedimento no periodo
chuvoso. No entanto, no periodo de estio, a microbiota de Vibrio na agua e sedimento é
bastante similar.

Como sugerem Pham e Ansquer et al. (2014), os viveiros de cultivo de camarao
apresentam uma microbiota bastante limitada devido ao recorrente uso de probidticos e aos
constantes tratamentos de calagem e desinfeccdo antes e apds cultivo. Contudo, Rao e
Suredram (2013) consideram que espécies de Vibrio patogénicas tendem a se concentrar mais
em viveiros de cultivo de camardo que em &guas estuarinas, embora V. harveyi, que €
reconhecidamente patogénico ao camardo, nao tenha sido detectado nas amostras de agua e
sedimento dos viveiros de cultivo analisados em nosso estudo.

A presenca de espécies de Vibrio patogénicas em aguas estuarinas ja foi
constatada por Barbieri et al. (1999) e Costa et al. (2010). Esses autores consideram que as
aguas estuarinas podem veicular espécies de Vibrio patogénicas que podem causar problemas
aos camarfes cultivados. Amirmozafari et al. (2005) consideram que o potencial risco
sanitario associado com a presenca dessas bactérias no ambiente aquatico enfatiza a

necessidade de programas de monitoramento de longo prazo.

4.4 Susceptibilidade antimicrobiana
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Das 54 cepas de bactérias heterotroficas isoladas dos meios adicionados de

tetraciclina (30 pg.mL™), 16 foram consideradas resistentes com base nos resultados do

ensaio de macrodiluicdo: concentracdo inibitéria minima (CIM). J& das 45 cepas de BHC

isoladas dos meios adicionados de oxitetraciclina (30 pg.mL™), 17 foram consideradas

resistentes com base no CIM. Para todos os isolados a CIM e a concentracdo bactericida

minima (CBM) foram iguais. Outrossim, todos os isolados apresentaram resisténcia

combinada a OTC. O detalhamento das cepas consideradas resistentes (macrodilui¢cdo) para

tetraciclina e oxitetraciclina séo apresentados nas tabelas 16 e 17, respectivamente.

Tabela 16 - Detalhamento das cepas de bactérias hetetrotroficas resistentes a tetraciclina no

ensaio de macrodiluicdo.

Resisténcia
Cédigo Género Periodo Pgnto de Amostra Cl M/CEflVI combinada a Origem
oleta (ng.mL™) oTC
H02 Vibrio Estio Estuario Agua 32 Sim Plasmidial
H15 Vibrio Estio Viveiro Agua >256 Sim Plasmidial
H17  Pseudomonas Estio Viveiro Agua 128 Sim Plasmidial
H19 Aeromonas Estio Viveiro Agua >265 Sim Plasmidial
H23 Vibrio Estio Viveiro  Sedimento >256 Sim Cromossdmica
H26 Bacillus Estio Viveiro  Sedimento >256 Sim Cromossémica
H35 Vibrio Chuvoso  Estudrio Agua 32 Sim Plasmidial
H36 Vibrio Chuvoso  Estuério Agua 32 Sim Plasmidial
H38 Enterobacter  Chuvoso Estuario Agua 32 Néo Plasmidial
H45 Enterobacter  Chuvoso Viveiro Agua 128 Sim Plasmidial
H46 Enterobacter  Chuvoso Viveiro Agua 128 Sim Plasmidial
H47 Serratia Chuvoso Viveiro Agua >256 Sim Plasmidial
H48 Serratia Chuvoso Viveiro Agua >265 Sim Plasmidial
H49 Vibrio Chuvoso Viveiro  Sedimento 128 Sim Cromossémica
H50 Vibrio Chuvoso Viveiro  Sedimento >265 Sim Cromossdmica
H51  Pseudomonas Chuvoso Viveiro  Sedimento >256 Sim Cromossémica

Tabela 17 - Detalhamento das cepas de bactérias hetetrotréficas resistentes a oxitetraciclina

no ensaio de macrodiluicéo.

CIM/CBM Resisténcia

Codigo Género Periodo Pgnto de Amostra  (ug.mL™) combinada a Origem
oleta TET
H58 Vibrio Estio Estuario Agua 32 Sim Plasmidial
H59 Vibrio Estio Estuario Agua 32 Sim Plasmidial
H67 Vibrio Estio Viveiro Agua >256 Sim Plasmidial
H68 Vibrio Estio Viveiro Agua 128 Sim Plasmidial
H70 Vibrio Estio Viveiro Agua 128 Sim Plasmidial
H72  Pseudomonas  Estio Viveiro Agua >265 Sim Plasmidial
H73 Aeromonas Estio Viveiro Agua >256 Sim Plasmidial
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H79 Bacillus Estio Viveiro Sedimento 128 Sim Cromossémica
H85 Vibrio Chuvoso  Estuério Agua 32 Sim Plasmidial
H86 Vibrio Chuvoso Estuario Agua 32 Sim Plasmidial
H87 Enterobacter Chuvoso Estuario Agua 32 Sim Plasmidial
H89 Vibrio Chuvoso Estuario Sedimento 32 Sim Cromossomica
H93 Enterobacter Chuvoso Viveiro Agua >256 Sim Plasmidial
H94 Enterobacter Chuvoso Viveiro Agua >256 Sim Plasmidial
H95 Serratia Chuvoso Viveiro Sedimento >256 Sim Cromossémica
H96 Vibrio Chuvoso Viveiro Sedimento >256 Sim Cromossémica
H99 Vibrio Chuvoso Viveiro Sedimento >256 Sim Cromossémica

TET:Tetraciclina; OTC: Oxitetraciclina.

Foram detectados valores de CIM iguais ou superiores a 128 pg.mL™ para as
cepas de BHC isoladas das amostras de agua e sedimento do viveiro tanto para TET quanto
para OTC. A partir dos ensaios de macrodiluicdo, ndo foram detectadas cepas resistentes do
canal de abastecimento e do canal de drenagem. Outro fato relevante foi que a resisténcia
plasmidial foi verificada somente para os isolados das amostras de agua, 0 que € preocupante,

devido a facilitacdo de disseminacdo de elementos de resisténcia.

4.4.2 \ibrio

Do total de 100 isolados de Vibrio nos quatro (4) pontos de coleta, trés (3)
apresentaram resisténcia a TET (V.coralliilyticus, V.mimicus e V.parahaemolyticus) e dois (2)
a OTC (V.coralliilyticus e V.parahaemolyticus) pela técnica de disco-difusdo de Kirby-Bauer
(BAUER; KIRBY; SHERRIS, 1966) (Gréaficos 8 e 9). Ao contrario do esperado, o0 nimero de
cepas com resisténcia foi considerado baixo em relacéo ao total de isolados. Outrossim, apds
ter sido realizada cura do plasmideo pelo agente curagénico acridine orange foi detectada
resisténcia mediada por plasmidio em todos os isolados resistentes.

Para as cepas isoladas da &gua e sedimento do ponto de coleta "viveiro", tanto
para TET quanto para OTC, foram observados os perfis "susceptivel”, "intermediario™ e
"resistente”. Além disso, o percentual de cepas com perfil intermediario a TET foi quase o
mesmo daquelas com perfil susceptivel. Conforme orientado pelo CLSI (2013), o perfil
"intermediario” s6 tem significancia médica, pois por definicdo caracteriza aquelas cepas que
podem ser clinicamente trataveis através de doses maiores de antimicrobianos. Para alguns
autores, o antibiograma de cepas ambientais resultaria em apenas dois perfis fenotipicos
distintos: o susceptivel e o resistente. Por essa assertiva, o perfil intermediario estaria incluso
no perfil resistente ( WOLFENSBERGER et al., 2013).
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Grafico 8 - Perfil de susceptibilidade antimicrobiana a tetraciclina das cepas de Vibrio
isoladas da agua e sedimento de fazendas de carcinicultura do estado do Ceara e Rio Grande
do Norte.
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CA: Canal de Abastecimento; CD: Canal de Drenagem.

Considerando o perfil de susceptibilidade antimicrobiana a oxitetraciclina, foi
observado que o percentual de isolados com perfil susceptivel permaneceu acima de 70% em
todos os pontos de coleta. Em contrapartida, para tetraciclina, 52,2% (12) das cepas isoladas
do viveiro apresentaram perfil susceptivel. O percentual de cepas com perfil intermediario e
resistente no ponto de coleta "viveiro", para os dois antimicrobianos analisados merece um
alerta para 0 monitoramento continuo desses ambientes. Outro fator que possivelmente pode
explicar a baixa ocorréncia de cepas com resisténcia € que em algumas fazendas de
carcinicultura analisadas foi constatado o uso de probi6ticos nas ragdes arragoadas e na agua.
Como ¢ sabido, alguns probidticos tém a capacidade de excluir, competitivamente, bactérias
patogénicas, quer seja no ambito ambiental ou no trato digestivo dos animais alimentados
(HASAN et al., 2012; KESARCODI-WATSON et al., 2008, MOHANTY, 2001). Como néo
foram feitas anélises desses probidticos, é possivel supor-se que essa a¢do tenha sido, de fato,

possivel.
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Grafico 9 - Perfil de susceptibilidade antimicrobiana a oxitetraciclina das cepas de Vibrio
isoladas da agua e sedimento de fazendas de carcinicultura dos estados do Ceara e Rio Grande

do Norte.
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Com base nos valores dos diametros dos halos mensurados para categorizagdo
qualitativa dos perfis de susceptibilidade antimicrobiana das cepas de Vibrio, foi observado
que mesmo a maioria das cepas sendo caracterizadas como susceptiveis, o didmetro dos halos
esteve proximo ao limite inferior (19 mm) de susceptibilidade (Graficos 10 e 11). Tanto para
TET quanto para OTC, o diametro maximo observado foi de 33 mm.

Varios fatores podem interferir na mensuracdo do didmetro dos halos em ensaios
de antibiograma, como: (1) capacidade de difusdo do antimicrobiano contido no disco para o
agar, (2) a concentracdo do antimicrobiano utilizado, (3) a concentragdo do inéculo e (4) a
qualidade do meio de cultura utilizado. Ao contrario do que € considerado na prospeccao de
substancias com possivel atividade antimicrobiana, em que a presenca de qualquer halo de
susceptibilidade € motivo para caracterizar essas substancias com provavel efeito inibidor,
para as substancias puras e com reconhecido potencial antimicrobiano a mensuracdo dos halos
¢ padronizada e, dependendo do valor, a cepa tem seu perfil fenotipico antimicrobiano
determinado (CLSI, 2013). Dessa forma, a mensuracdo do diametro dos halos além de ser

uma ferramenta qualitativa pode ser inferida para o perfil antimicrobiano total da amostra
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Grafico 10 - Numero de cepas de Vibrio por diametro de halos para o antimicrobiano

tetraciclina.
R | S
20
18
16
- 14
o
g 12
g A
< 10
£ . AR AN
2 [ 1\ [ N/\
) ~ N ¥\
, / N\
6 € 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34
Diameiro dos halos (mm)

Gréfico 11 - Numero de cepas de Vibrio por didmetro de halos para o antimicrobiano

oxitetraciclina.
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Para OTC, 16 isolados apresentaram didmetro de halo proximo a 21 mm,
enquanto para TET foram observados picos para 20 e 23 mm, ambos verificados para 11
cepas. Com relacdo a estatistica descritiva basica, por periodo de andlise, foi observado que as
cepas de Vibrio no periodo chuvoso apresentaram maior heterogeneidade de didmetro de
halos frente a tetraciclina (CV=22,28%) e oxitetraciclina (CV=19,67%) do que no periodo de
estio: 17.43% e 16,66%, respectivamente (Tabela 18). Isso pode ser facilmente compreendido
por ter sido nesse periodo (estio) que foram detectadas cepas resistentes a TET, das espécies
Vibrio fischeri (1) e Vibrio coralliilyticus (2).

Analisando o0s pontos de coleta, para TET, observou-se uma maior
heterogeneidade do didmetro dos halos para as cepas isoladas do viveiro (27,85%), seguido do
estuario (24,04%). Como foram observadas cepas resistentes a TET no viveiro, foi nesse
ponto que foi encontrada media de didmetro de halos menor (19,58%) aproximando-se da
zona de resisténcia intermediaria (Tabela 19). Em todos os pontos de coleta, com base nos
indices de simetria e curtose, foi considerado que os diametros dos halos das cepas de Vibrio,
para TET e OTC apresentaram distribuicdo normal (Tabela 20).

Apos analise estatistica foi verificado que o didmetro dos halos para TET foi
estatisticamente inferior aos didmetros dos halos para OTC (p<0,05). Esse fato pode ser
explicado pela maior quantidade de cepas resistentes a tetraciclina. Com base nos periodos de
analise, tanto para TET quanto para OTC verificou-se que os diametros dos halos das cepas de
Vibrio no periodo chuvoso (quando comparadas as amostras coletadas nas fazendas nos dois
periodos) foram estatisticamente superiores ao didmetro dos halos no periodo de estio
(p<0,05). Entre os pontos de coleta, para as cepas de Vibrio isoladas dos viveiros foram
observados diametros de halos (19,58 mm) para TET estatisticamente inferiores aos halos das
cepas isoladas do canal de abastecimento (23,07 mm). Para OTC, ndo foram observadas
diferencas estatisticamente significativas entre os didmetros dos halos das cepas de Vibrio por

pontos de coletas (p>0,05).

Tabela 18 — Estatistica descritiva basica do didmetro dos halos das cepas de Vibrio spp frente

aos antimicrobianos tetraciclina e oxitetraciclina por periodo de analise.

Tetraciclina Oxitetraciclina
Estio Chuvoso Estio Chuvoso
NUmero de cepas 51 49 51 49
Média (mm) 20,56 23,14 22,02 24,69
Desvio Padrao (mm) 3,58 5,16 3,67 4,86
Variancia 12,85 26,58 13,46 23,59

Coeficiente de Variacao (%) 17,43 22,28 16,66 19,67
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Amplitude total (mm) 20,80 27,80 19,80 26,20
Simetria -1,09 -0,82 -1,24 -1,17
Curtose 4,02 1,47 6,45 3,37

Tabela 19 — Estatistica descritiva basica do didametro dos halos das cepas de Vibrio spp frente

aos antimicrobianos tetraciclina por ponto de anélise.

Estuario CA Viveiro CD
Numero de cepas 30 27 23 20
Média (mm) 21,96 23,07 19,58 22,52
Desvio Padrdao (mm) 4,90 3,39 5,45 3,74
Variancia 24,04 11,51 29,71 14,01
Coeficiente de Variacdo (%) 22,33 14,71 27,84 16,62
Amplitude total (mm) 21,50 13,80 21,90 13,60
Simetria 0,39 0,13 -1,04 -0,27
Curtose -0,06 -0,33 1,94 -0,51

CA: Canal de abastecimento; CD: Canal de drenagem.

Tabela 20 — Estatistica descritiva basica do didmetro dos halos das cepas de Vibrio spp frente

aos antimicrobianos oxitetraciclina por ponto de analise.

Estuario CA Viveiro CD
NUmero de cepas 30 27 23 20
Média (mm) 23,70 24,20 21,14 24,09
Desvio Padrdo (mm) 4,03 3,52 6,02 3,60
Variancia 16,27 12,40 36,25 12,93
Coeficiente de Variacao (%) 22,33 14,55 28,48 14,93
Amplitude total (mm) 21,50 15,50 23,00 11,00
Simetria 0,39 0,83 -1,17 0,13
Curtose -0.06 0,80 1,98 -0,91

CA: Canal de abastecimento; CD: Canal de drenagem.

Quanto a determinacdo da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) para as cepas
de Vibrio spp., 71 isolados apresentaram-se susceptiveis a TET, enquanto 63 a OTC,
respectivamente (Gréafico 12). Dessa forma, 29 cepas foram consideradas resistentes a OTC,
enquanto 27 a TET. Fazendo uma comparacdo com a técnica de disco-difusédo de Kirby-
Bauer, o nimero de cepas consideradas resistentes, pela analise da CIM, foi superior. Dessas,
10 isolados resistentes a OTC tiveram CIM superior a 256 ug.mL™. Em estudo feito por
Rocha (2011) com cepas de Vibrio isoladas de ambiente de carcinicultura, o autor encontrou
cepas com resisténcia superior a 15% dos isolados tanto para tetraciclina quanto para
oxitetraciclina. Nesse contexto, Han et al., (2007) e Shaw et al. (2014) consideram que a
recorréncia de cepas com CIM alta representa risco para a comunidade microbiana marinha e

estuarina. O detalhamento das cepas com resisténcia a tetraciclina e oxitetraciclina (ou



82

combinada) é apresentado na tabela 21.

Grafico 12 - Concentracdo Inibitoria Minima (CIM) dos antimicrobianos tetraciclina (TET)
e oxitetraciclina (OTC) para as cepas de Vibrio spp isoladas da agua e sedimento de fazendas
de carcinicultura do estado do Cearé e do Rio Grande do Norte.
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Em se tratando de cepas ambientais, sdo utilizados os valores estipulados pelo
CLSI para conclusdo dos resultados. Mesmo a macrodiluicdo em caldo sendo uma técnica
mais laboriosa que a técnica de disco-difusdo, é a que oferece resultados mais completos, uma
vez que ndo so é estabelecido o perfil de susceptibilidade antimicrobiana como também ha
determinacéo da menor concentracdo do antimicrobiano que inibe a bactéria alvo (CIM).

Assim como ocorreu para as demais BHC, foi verificado que as cepas de Vibrio
resistentes isoladas da agua apresentaram resisténcia plasmidial (neste caso tanto para TET
quanto para OTC), enquanto as do sedimento tiveram origem exclusivamente cromossémica.

Foram verificados isolados resistentes em todos os pontos de coleta pesquisados (Tabela 21).

Tabela 21 - Detalhamento da cepas de Vibrio resistentes a tetraciclina e a oxitetraciclina no

ensaio de macrodiluicao.

Cédigo Espécie Periodo Ponto de Coleta Amostra  Resisténcia  Origem

V17 V.alginolyticus Estio Estuario Sedimento oTC Cc
V18 V.parahaemolyticus Estio Canal de Abastecimento Sedimento oTC C
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V19 Vibrio tasmaniensis Estio Canal de drenagem Agua TET+OTC P/P
V37 Vibrio fisheri Estio Viveiro Agua TET+OTC P/P
V57  Vibrio parahaemolyticus Chuvoso Viveiro Agua TET+OTC P/P
V58 Vibrio coralliilyticus ~ Chuvoso Viveiro Agua TET+OTC P/P
V60 Vibrio coralliilyticus Chuvoso Viveiro Agua TET+OTC P/P
V61 Vibrio harveyi Chuvoso Estuario Agua TET+OTC P/P
V62 Vibrio diabolicus Chuvoso Estuério Agua TET+OTC P/P
V64 Vibrio litoralis Chuvoso Estuério Sedimento TET+OTC CIC
V65 Vibrio diabolicus Chuvoso Estuério Sedimento TET+OTC CIC
V66 Vibrio diabolicus Chuvoso Canal de drenagem Agua TET+OTC P/P
V68 Vibrio mimicus Chuvoso Canal de drenagem Agua TET+OTC P/P
V69 Vibrio coralliilyticus Chuvoso Canal de Abastecimento  Agua TET+OTC P/P
V70 Vibrio coralliilyticus Chuvoso Viveiro Agua TET+OTC P/P
V71 Vibrio coralliilyticus Chuvoso Viveiro Agua TET+OTC P/P
V72 Vibrio coralliilyticus Chuvoso Viveiro Agua TET+OTC P/P
V73 Vibrio coralliilyticus Chuvoso Viveiro Sedimento TET+OTC CIC
V77 Vibrio coralliilyticus Chuvoso Canal de drenagem Agua TET+OTC P/P
V81l Vibrio diabolicus Chuvoso Canal de Abastecimento  Agua TET+OTC P/P

V83 Vibrio coralliilyticus ~ Chuvoso Canal de Abastecimento  Agua TET+OTC P/P
V85 Vibrio coralliilyticus Chuvoso Canal de Abastecimento  Agua TET+OTC P/P

V89 Vibrio coralliilyticus ~ Chuvoso Estuério Agua TET+OTC P/P
V90 Vibrio diabolicus Chuvoso Estuéario Agua TET+OTC P/P
Vo3 Vibrio mimicus Chuvoso Estuario Agua TET+OTC P/P
V94 Vibrio coralliilyticus ~ Chuvoso Estuério Agua TET+OTC P/P
V97 Vibrio mimicus Chuvoso Estuario Agua TET+OTC P/P
V98 Vibrio calviensis Chuvoso Canal de Abastecimento  Agua TET+OTC P/P
V100 Vibrio coralliilyticus ~ Chuvoso Viveiro Agua TET+OTC P/P

TET:Tetraciclina; OTC: Oxitetraciclina.
C: Cromossomica; P: Plasmidial.

Estudos que tracam o comparativo entre as técnicas fenotipicas de disco-difusdo
de Kirby-Bauer e Macrodiluicdo em caldo sdo escassos, principalmente para cepas
ambientais. Por outro lado, para cepas clinicas é reconhecido que dependendo da espécie
bacteriana analisada e do antimicrobiano utilizado uma ou outra técnica sera mais eficaz. Esse
fato tem sido comprovado para cepas de Staphylococcus aureus frente ao antimicrobiano
vancomicina (5 pg), que pela técnica de disco-difusdo pode gerar resultados errdneos devido
ao fato deste farmaco ndo se difundir facilmente (e nas concentragdes adequadas) no agar.
Logo, nesse supracitado caso, a determinagdo da CIM pelo método de macrodiluicdo em
caldo ¢ a que oferece melhores resultados (PRAKASH; LEWIS; JORGESEN, 2008).

Além da determinacdo da CIM dos antimicrobianos para as cepas de Vibrio, foi
estabelecida a Concentracdo Bactericida Minima (CBM) dos antimicrobianos. Para TET e
OTC foram verificadas 18 e 14 cepas, respectivamente, com CBM superior a 256 pg.mL™
(Gréfico 13). Foram verificadas cepas com CBM de 2 pg.mL™ a TET e OTC. Este fato chama
a atencdo e comprova que para essas cepas com CBM tdo baixa, a menor concentragdo do

antimicrobiano ja é suficiente para causar o efeito bactericida. Dessa forma, esses resultados
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sdo de suméria importancia, pois é sabido que o uso indiscriminado de antimicrobianos em
carcinicultura ocorre sem o conhecimento da concentracdo usada (SWAPNA; RAJESH;
LAKSHMANAN, 2012). Além disso, alguns residuos de antimicrobianos persistem por mais

tempo no ambiente, causando sele¢do da microbiota ali presente por seu efeito sub-letal.

Gréfico 13 - Concentracdo Bactericida Minima (CBM) dos antimicrobianos tetraciclina
(TET) e oxitetraciclina (OTC) para as cepas de Vibrio spp isoladas da agua e sedimento de

fazendas de carcinicultura dos estados do Ceara e do Rio Grande do Norte.
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Alguns autores consideram que a resisténcia antimicrobiana é uma caracteristica
que é principalmente mediada por estruturas genéticas acessorias, tais como os plasmideos.
Por essa assertiva, € conclusivo supor que 0s micro-organismos demandam energia para
manter essas estruturas genéticas sempre funcionais. O isolamento de cepas com resisténcia as
tetraciclinas de ambientes aquaticos supde que esses antimicrobianos foram recentemente
usados (NEELA, NONAKA, SUZUKI, 2007). Do contrario, serd observada uma maior
recorréncia de cepas com perfil antimicrobiano susceptivel.

Embora os estudos fenotipicos sejam importantes para se tracar um perfil
quantitativo da microbiota resistente, somente os estudos genotipicos oferecem a ferramenta

conclusiva para se determinar se, de fato, as cepas apresentam estruturas genéticas que lhe
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possam conferir o fendtipo de resisténcia. Em contrapartida, os estudos genéticos, mesmo que
definitivamente conclusivos, ndo expressam de forma mensuravel as caracteristicas basicas
que norteiam o perfil de resisténcia antimicrobiana, como por exemplo, a concentracdo do
antimicrobiano apropriada para o efeito bactericida.

Quando comparados os resultados do método de disco-difusdo (diametro dos
halos) com os respectivos resultados e a CIM (método de macrodiluicdo em caldo) foram
verificadas algumas incoeréncias tanto para o perfil de TET quanto de OTC (Graficos 14 e
15). Segundo o CLSI (2010), as cepas que apresentassem, no ensaio de antibiograma para as
tetraciclinas, didmetro de halo inferior a 14 mm eram consideradas resistentes, assim como as
que apresentassem CIM superior a 16 pg. mL™. Por essa assertiva, das trés (3) cepas
resistentes & TET, duas (2) delas apresentaram CIM de 2 pg. mL™, enquanto para OTC das
duas (2) cepas resistentes, uma (1) apresentou CIM de 2 ug. mL™.

Para as cepas com perfil susceptivel no ensaio de disco-difusdo, algumas
apresentaram perfil de resisténcia no ensaio de macrodilui¢do. Heijden et al. (2007) ressaltam
a importancia de se realizar testes comparativos entre as técnicas de susceptibilidade
antimicrobiana, inclusive para antimicrobianos de reconhecida eficiéncia. Ja Gaudreau et al.
(2008) consideram o teste de macrodiluicdo para as tetraciclinas como o mais eficiente. Em
contrapartida, Singh et al. (2012) esclarecem que os direcionamentos apontados pelo CLSI
apenas sdo orientagdes que estdo sujeitas @ mudangas, caso seja necessario.

Para esses casos em que foi verificada diferenca no perfil antimicrobiano entre as
técnicas de disco-difusdo e macrodiluicdo, somente os ensaios genotipicos podem esclarecer,
de fato, se ha genes de resisténcia aos antimicrobianos testados. Ademais, caso esses genes
estejam presentes, faz-se necessario verificar os mecanismos que podem influenciar a
expressao, in vitro, do fenotipo de resisténcia (CORONA; MARTINEZ, 2013).



Gréfico 14 - Comparativo do nimero de cepas por didametro dos halos de Vibrio para CIM

do antimicrobiano tetraciclina.
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Gréfico 15 - Comparativo do numero de cepas por diametro dos halos de Vibrio para CIM

do antimicrobiano oxitetraciclina.
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4.5 Testes genotipicos

4.5.1 Bactérias heterotroficas cultivaveis

A presenca do gene tet(M) foi confirmada para as 16 cepas de bactérias
heterotroficas com resisténcia fenotipica no ensaio de macrodiluigdo (Figura 8). Os demais
isolados de BHC (41), ndo resistentes no ensaio de macrodiluicdo, ndo apresentaram o gene
tet(M). O gene tet(M) é um determinante de resisténcia bastante relatado na literatura. Para
Zhang et al. (2009), esse gene de resisténcia € comum em bactérias da familia
Enterobacteriaceae e em Vibrio, tendo seu mecanismo de resisténcia relacionado a inibi¢do da
sintese protéica bacteriana. Nenhum dos isolados apresentou o gene de resisténcia tet(S). Esse
gene tem sido associado como determinante de resisténcia apenas em cepas de Citrobacter e
Veillonella (SRINIVASAN et al., 2008), que nao foram detectadas neste estudo.

Figura 8 - Deteccdo do gene tet(M) (656 pb) para as cepas de bactérias heterotréficas

fenotipicamente caracterizadas como resistentes a tetraciclina.

B HO02 H15 H17 H19 H23 H26 H35 H36 H38 H45 H46 H47 H48 H49 HS0 HS51

B: controle negativo..

A deteccdo de determinantes de resisténcia em cepas de diferentes géneros
(Aeromonas, Bacillus, Enterobacter, Pseudomonas, Serratia e Vibrio), em ambiente de
carcinicultura, representa um risco, principalmente, pela maior associacdo as cepas do género
Vibrio, as quais sé@o abundantes em aguas marinhas e estuarinas e reconhecidos patdégenos do
camardo cultivado. Entretanto, os determinantes de resisténcia a oxitetraciclina: otr(A) e
otr(B) ndo foram evidenciados nas cepas, fenotipicamente, caracterizadas como resistentes

(disco-difusdo e macrodilui¢do). O mecanismo de resisténcia conferido por esses genes ainda
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ndo é completamente esclarecido, mas é conhecido que ambos tém seu mecanismo de
expressdo engatilhado pelos genes tet(O) e tet(M) (CHOPRA, 2001; KISELKOVA et al.,
2012). Acredita-se, portanto, que o fenotipo de resisténcia das cepas desse estudo a
oxitetraciclina tenha sido expressado por outro gene da classe otr ou pelos préprios tet(O) e
tet(M).

4.5.2 Vibrio

Todas as 29 cepas fenotipicamente caracterizadas como Vibrio, com resisténcia a
tetraciclina ou oxitetraciclina, foram confirmadas no teste genotipico (Figuras 9 e 10). Esses
dados sugerem que a chave bioguimica proposta por Noguerola e Blanch (2008) foi eficiente
para identificacdo das cepas ao nivel de género. Entretanto, nesse estudo, ndo foram
realizados ensaios para verificagdo da eficiéncia da referida chave bioquimica para

identificagdo ao nivel de espécie.

Figura 9 - Eletroforese uniplex dos isolados fenotipicamente identificados como Vibrio para

confirmacéo genotipica de género: cepas V17 a V71 ao gene vib (650 pb).

M B V17 V18 V19 V37 V57 V58 V60 V61 V62 V64 V65 V66 V68 V69 V70 V71 P

M: marcador. B: controle negativo. P: controle positivo.
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Figura 10 - Eletroforese uniplex dos isolados fenotipicamente identificados como Vibrio
para confirmacdo genotipica de género: cepas V72 a V100 ao gene vib (650 pb).

M B V72 V73 V77 V81 V83 V85 V89 V90 V93 V94 V97 V98 V100 P

M: marcador. B: controle negativo. P: controle positivo.

Ap0s o ensaio genotipico das 27 cepas de Vibrio com resisténcia a tetraciclina, foi
verificado que todos os isolados apresentaram o gene tet(M) (Figuras 11 e 12), entretanto o
gene tet(S) ndo foi detectado. Dessa forma, foi comprovado que os ensaios de macrodiluicao
foram precisos para a identificacdo do fenotipo de resisténcia, o qual foi comprovado pela

presenca do determinante de resisténcia tet(M).

Figura 11 - Deteccdo do gene tet(M) (656 pb) para as cepas de Vibrio (V19 a V72)

fenotipicamente caracterizadas como resistentes a tetraciclina.

B V19 V37 V57 V58 V60 V61 V62 V64 V65 V66 V68 V69 V70 V71 V72

M: marcador. B: controle negativo.
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Figura 12 - Deteccdo do gene tet(M) (656 pb) para as cepas de Vibrio (V73 a V100)

fenotipicamente caracterizadas como resistentes a tetraciclina.

M B V73 V77 V81 V83 V85 V89 V90 V93 V94 V97 V98 V100

M: marcador. B: controle negativo.

Assim como ocorreu para as outras bactérias heterotréficas, ndo foram detectados
0s genes otr(A) e otr(B) nos isolados de Vibrio, o que sugere que o fendtipo resisténcia a
oxitetraciclina para essas cepas seja expresso por outros genes. Provavelmente, a positividade
no teste de difusdo em disco ndo foi expressa pelos primers usados na pesquisa. Contudo,
como detalhado em tabela anterior (Tabela 21), 27 cepas compartilharam o fenétipo de
resisténcia a TET e OTC simultaneamente (macrodiluicdo) e, considerando que o gene tet(M)
foi evidenciado por todas elas, pressupde-se que essa caracteristica genotipica ja seja um fator

de risco para perpetuacao do fendtipo de resisténcia de Vibrio no ambiente de carcinicultura.
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5 CONCLUSOES

e Foi comprovada a hipdtese de que Vibrio é o micro-organismo mais abundante dentre
as bactérias heterotroficas com resisténcia as tetraciclinas em ambiente de criacdo de

camarao.

e A quantificacdo de bactérias heterotrdficas cultivaveis resistentes a tetraciclina é

influenciada pela varidvel salinidade

e A diversidade de bactérias heterotroficas é influenciada pelos periodos de estio e
chuvoso e também pelos diferentes pontos de coleta dentro das fazendas de

carcinicultura.

e Embora a diversidade de BHC tenha sido maior nas amostras de &gua e sedimento dos
viveiros, a diversidade de espécies de Vibrio foi menor, o que comprova a dominancia

de uma espécie em relacdo a outra.

e Os ensaios de macrodiluicdo foram mais eficientes na determinacdo do fendtipo de

resisténcia em Vibrio e demais BHC.

e O gene determinante de resisténcia tet(M) foi o mais associado as cepas de Vibrio e
demais BHC com fenétipo de resisténcia nos ensaios de macrodiluicéo

e Os genes de resisténcia a oxitetraciclina: otr(A) e otr(B) e a tetraciclina: tet(S) nao

foram evidenciados dentre os isolados.

e O aumento do isolamento de cepas resistentes as tetraciclinas em diferentes fazendas

de carcinicultura comprova o uso constante desses antimicrobianos durante o cultivo.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

A problematica no uso de antimicrobianos em cultivo de organismos aquaticos é
uma preocupacdo mundial. Essas substancias sdo utilizadas por serem, em sua maioria, mais
baratas, terem resultado a curto prazo e ndo haver rigidez no controle legal de uso e
comercializacdo na maioria dos paises. Por isso, medidas de controle no uso de substancias
antimicrobianas devem ser estabelecidas, considerando-se a classe dos antimicrobianos, o
micro-organismo alvo, a dose satisfatéria e a espécie aquicola cultivada. Para isso, mais
estudos devem ser incentivados com o objetivo de se tracar um perfil atualizado do uso de
substancias antimicrobianas no cultivo de camardes no Brasil. Somente a partir desses estudos
sera possivel se estabelecer metas para o desuso ou controle legal dessas susbtancias em

cultivo de organismos aquaticos.
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