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RESUMO

Silva. I. P. Perfil de resisténcia antimicrobiana e fatores de viruléncia em
isolados de Vibrio parahaemolyticus e Vibrio cholerae em amostras

ambientais

Dentre as espécies capazes de causar infeccdes em humanos, se destacam o
Vibrio cholerae, V. parahaemolyticus e V. vulnificus. A capacidade desses micro-
organismos em causarem gastroenterite humana, associada ao consumo de
moluscos in natura ou insuficientemente cozidos, tem aumentando a sua
importancia para a Vigilancia Sanitaria de Alimentos. Baseado nisso, este trabalho
teve como objetivo estabelecer o perfil de suscetibilidade antimicrobiano e fatores
de viruléncia em isolados de V. parahaemolyticus e V. cholerae provenientes de
amostras ambientais. Mensalmente durante 15 meses foram realizadas coletas de
agua, ostras e sururus (in natura e processado) no estuario de Sao Francisco do
Conde, Bahia, totalizando 45 amostras de agua, 30 de moluscos bivalves in
natura e 15 de moluscos processado. A identificacdo bioquimica das estirpes foi
realizada com chave de identificacdo para cepas ambientais. Para a
suscetibilidade antimicrobiana foram utilizados 11 farmacos de sete familias,
concentracgao inibitoria minima (CIM) e producdo de enzimas metalo-B-lactamase
(MBLs). A caracterizacao fenotipica de viruléncia de V. parahaemolyticus foi
realizada mediante testes enzimaticos (amilase, caseinase, DNase, fosfolipase,
gelatinase, lipase e urease) e atividade hemolitica, além dos genes tdh e trh. Para
o V. cholerae foi realizada caracterizagcdo sorolégica e molecular com os
iniciadores ompW, ctxAB, tcp, rfbO1 e zot. Do total de isolados, os testes
bioquimicos confirmaram 67% (30/45) para V. parahaemolyticus (38% de agua,
18% de moluscos bivalves in natura e 11% para o sururu processado) e 13%
(06/45) para o V. cholerae (07% de agua e 07% de bivalves in natura). Pela
caracterizacdo molecular foram identificados 100% (06/06) das cepas de V.
cholerae. Vibrio parahaemolyticus se mostrou resistente a pelo menos um dos 11
antimicrobianos testados, com maior resisténcia para a ampicilina (97%) (CIM de
400 pg) e cefalotina (93%) (CIM de < 100 pg). Para o V. cholerae apenas 33%

dos isolados foram resistentes ao imipenem (CIM de 20upg). Perfil de



multiresisténcia nos isolados de V. parahaemolyticus foi observado em 59% das
cepas de 4gua, em 75% dos moluscos bivalves in natura e em 20% do sururu
processado. Multiresisténcia n&o foi detectada nos isolados de V. cholerae. Todos
os isolados de V. cholerae e V. parahemolyticus foram produtores de enzimas
MBLs. O perfil fenotipico de viruléncia para o V. parahaemolyticus foi maior para a
amilase (97%), seguido da DNase (83%), fosfolipase (70%), atividade -
hemolitica (57%), gelatinase (43%), lipase (13%) e caseinase (7%), ndo sendo
observado atividade para a urease. De acordo com a analise sorologica V.
cholerae sorogrupo O1 foi confirmado em 50% das cepas, sendo 67% de agua e
33% de moluscos bivalves in natura. Em ambos 0os micro-organismos nao foram
encontrados genes associados a viruléncia ctxAB, tcp, rfbO1 e zot (V. cholerae),
tdh e trh (V. parahaemolyticus). O estuario de Sdo Francisco do Conde vem
sofrendo com o langcamento de antimicrobianos na agua, fazendo com que parte
dos micro-organismos apresentem resisténcia antimicrobiana. Apesar de nao ter
sido observada a expressao de genes associados a viruléncia, a presenca de
fatores fenotipicos que permitem invadir e colonizar o organismo serve de alerta
guanto ao risco de surtos alimentares, envolvendo a populacdo consumidora de
pescado na regido, visto que sdo bactérias indigenas de ambientes estuarinos

gue transitam entre a agua e 0s organismos residentes.

Palavras chaves: moluscos bivalves, patogenicidade, gastroenterite, saude

publica.



ABSTRACT

Silva. I. P. Profile of antimicrobial resistance and virulence factors in isolates

of Vibrio parahaemolyticus and Vibrio cholerae in environmental samples

Among the species capable of causing human infections, Vibrio cholerae, V.
parahaemolyticus and V. vulnificus are highlighted. The capability of these micro -
organisms of causing human gastroenteritis, associated with consumption of raw
or barely cooked shellfish, has increased its importance for Food Sanitary
Vigilance. Based on this, this study aims to establish the profile of antimicrobial
susceptibility and virulence factors in isolates of V. parahaemolyticus and V.
cholerae from environmental samples. A monthly collect of water, oysters and
mussels (fresh and processed), was performed along 15 months, in the estuary of
Séo Francisco do Conde, Bahia, counting 45 water samples, 30 samples of
bivalve molluscs in natura and 15 processed molluscs. The strains biochemical
identification was performed with identification key to environmental strains. For
the antimicrobial susceptibility, 11 pharmacos of seven families were used along
with minimum inhibitory concentration (MIC) and enzyme production metallo- B -
lactamase (MBLs). Phenotypic characterization of V. parahaemolyticus virulence
was performed by exonzymatic tests (amylase, caseinase, DNase, phospholipase,
gelatinase, lipase and urease) and hemolytic activity, in addition to genes tdh and
trh. For the V. cholerae serological and molecular characterization were performed
with ompW, ctxAB, tcp, zot and rfbOl1l. Out of the total, biochemical tests
confirmed 67 % (30/45) for V. parahaemolyticus (38 % of water, 18% of fresh
bivalve molluscs and 11% of processed mussels) and 13% (06/45) V. cholerae
(07% of water and 07% of fresh bivalves). Along with the molecular
characterization, 100% (06/06) of the strains of V. cholerae were identified. Vibrio
parahaemolyticus turned out to be resistant to at least one of the 11 antimicrobials
used in tests and had a greater resistance to ampicillin (97%) (MIC 400 mg) and
cephalothin (93%) (MIC of < 100 mg). When focusing on V cholera, only 33% of
the isolates were resistant to imipenem (MIC 20ug). Profile of multidrug resistance
in isolates of V. parahaemolyticus was found in 59% of water strains, in 75% of
fresh bivalve molluscs and 20% of processed the mussels. Multidrug resistance

was not detected in isolates of V. cholerae. All isolates of V. parahaemolyticus and



V. cholerae were MBLs enzymes producers. The phenotypic profile of virulence of
V.parahaemolyticus was higher to amylase (97%) followed by DNase (83%),
phospholipase (70%), B - hemolytic activity (57%), gelatinase (43%), lipase (13%)
and caseinase (07%), no activity was observed for urease. According to the
serological analysis of V. cholerae serogroup O1 was confirmed in 50% of the
strains, with 67% water and 33% of fresh bivalve molluscs. In both micro-
organisms no genes associated with virulence ctxAB, tcp, and rfbO1, zot (V.
cholerae), tdh and trh (V. parahaemolyticus) were found. The estuary of S&o
Francisco do Conde has suffer with antimicrobials water release, causing
antimicrobial resistance in part of the present micro-organisms. Although the
expression of genes associated with virulence has not been observed, the
presence of phenotypic factors that allows the human organism to be invaded and
colonized serves as a warning about the risk of foodborne poisoning outbreaks,
involving local consumer population of fish, since they are indigenous bacteria

from estuarine environments that transits between water and living organisms.

Keywords: bivalve molluscs, pathogenicity, gastroenteritis, public health.



INTRODUCAO

Os vibrios sao bactérias pertencentes a familia Vibrionaceae, habitantes de
ambientes estuarinos e marinhos, Gram-negativas, moveis, mesofilicas e
anaerobias facultativas (AUSTIN et al., 2005; AUSTIN, 2010). Mundialmente,
diversas espécies tém sido reconhecidas como patdgenos de interesse para o
homem, sendo isoladas tanto em regides costeiras de clima temperado como
tropical (PEREIRA et al., 2007).

Atualmente, o género compreende mais de 102 espécies (DSMZ, 2013),
sendo as espécies de relevancia clinica o Vibrio cholerae, V. parahaemolyticus e
V. wvulnificus. Espécies como V. alginolyticus, V. mimicus e V. hollisae (agora
Grimontia hollisae), V. furnissii e V. damsela tém sido esporadicamente
associados a infecgbes em humanos e relacionados com doengas em animais
aquaticos (ZANNETI et al.,, 2001; CARIANI et al., 2012; MANJUSHA; SARITA,
2013).

A principal caracteristica deste grupo é a capacidade em causar intoxicacao
alimentar grave associada ao consumo de peixes e mariscos contaminados in
natura ou mal cozidos (ESPINEIRA et al., 2010). Entre os surtos de origem
alimentar ocorridos em 13 provincias da China em 2003, cerca de 40% dos
pacientes encontrava-se infectados com V. parahaemolyticus (NAIR et al., 2007).
No Brasil, Ceara, esta bactéria foi responsavel por um surto de gastroenterite
envolvendo 26 individuos devido a ingestao de caranguejo cru em um restaurante
(SANTOS; VIEIRA, 2013).

A patogénese das infeccbes causadas pelos vibrios € complexa e
relacionada com uma variedade de fatores de viruléncia, como citotoxinas,
enterotoxinas, enzimas liticas e a producédo de polissacarideo capsular, além de
hemaglutinina (MASINI et al., 2007; CABRERA-RODRIGUES et al., 2008). A
maioria dos agentes patogénicos Gram-negativos perturbam a fisiologia normal
da mucosa intestinal, por induzir rearranjos do citoesqueleto, respostas proé-
inflamatorias e/ou morte celular (NAIR et al., 2007).

Cepas toxigénicas de Vibrio cholerae sorogrupos O1 e O139 séo os agentes

causadores da coOlera, capazes de causarem surtos de grandes proporgcdes
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(ISLAM et al., 2004; ISMAIL et al., 2013). A patogénese da cOlera € um processo
complexo que envolve agles sinergéticas de varios genes, dentre eles ompW
(proteina da membrana externa), ctx (toxina colérica), tcp (toxina co-regulador do
pilus), zot (toxina zonula occludens) e rfbO1 (antigeno somético) (GOEL et al.,
2007).

Peixes e mariscos foram responsaveis por epidemias ou em casos isolados
de célera nos Estados Unidos, Italia, Portugal e Australia (GONCALVES et al.,
2004). Em 1978, nos Estados Unidos, em Los Angeles um surto de célera foi
associado a caranguejos capturados no Golfo do México e que tinham sido
transportados do Equador para Nova York (AUSTIN, 2010). No Brasil, no periodo
de 1991 a 2001 foram descritos 168.598 casos de cOlera com 2.036 6bitos. Em
Pernambuco, em 2004 foram confirmados 21 casos de colera e em 2005 cinco
casos (RISTORI et al., 2006).

Cepas patogénicas de V. parahaemolyticus podem ser detectadas com base
em sua capacidade de produzir uma hemolisina termoestavel direta (gene tdh) e
hemolisina termoestavel relacionada (gene trh) (YOON et al., 2008; RAGHUNATH
et al., 2008; COSTA-SOBRINHO et al., 2011). A hemolisina termoestavel direta &
identificada como uma importante enterotoxina em mamiferos e considerada
como o principal fator de viruléncia para o V. parahaemolyticus (HONGPING et
al., 2011).

Nos Estados Unidos no periodo de maio a agosto de 2013, V.
parahaemolyticus foi responsavel por surtos alimentares em 13 estados, com
predominancia para o sorotipo O4:K12 (CDC, 2013).

O uso indiscriminado e constante de antimicrobianos na medicina humana e
veterinaria tem determinado o aumento da resisténcia bacteriana, interferindo no
tratamento efetivo das infec¢Bes por estes agentes (BACCARO et al., 2002). A
resisténcia aos antimicrobianos representa uma grave ameaca para a saude
publica por envolver cada vez mais espécies bacterianas e novos mecanismos de
resisténcia (DIAZ et al., 2006).

O grupo dos B-lactamicos estdo entre os antimicrobianos mais utilizados na
medicina humana, sendo a resisténcia a esta classe devido a presenca de
enzimas capazes de causarem hidrélise do composto (PONTES et al., 2009).

Dentre estas enzimas, as metalo-B-lactamases (MBLs) apresentam um largo
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espectro de atividade, hidrolisando as penicilinas, cefalosporinas e carbapenemas
(VILLEGAS et al., 2006; PONTES et al., 2009).

O municipio de Sao Francisco do Conde faz parte da regido metropolitana
de Salvador, distante 66 Km da capital baiana, que se destaca por ser uma area
de intensa extracdo de moluscos bivalves e atividades petroliferas. O municipio
apresenta um indice de desenvolvimento econdmico entre os trés melhores do
estado, embora para os demais indices, educacdo e salde, estes se encontrem
entre os piores (FONTOURA et al., 2009).

Apesar de o municipio responder por 40% do abastecimento de agua da
regido metropolitana, e tratar-se de uma area de protecdo ambiental (SANTOS,
2011), a degradacdo do ambiente na regido contribui para a poluicdo das aguas,
solo e ar (FONTOURA et al., 2009), reduzindo a qualidade dos organismos
extraidos e elevando o risco do seu consumo, além de favorecer a proliferacdo de

micro-organismos patogénicos.
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OBJETIVOS

Geral

Estabelecer o perfil de suscetibilidade aos agentes antimicrobianos, bem
como verificar a presencga de fatores de viruléncia entre os isolados de Vibrio
parahaemolyticus e Vibrio cholerae isolados em amostras ambientais no estuério
de S&o Francisco do Conde, Bahia, Brasil.

Objetivos Especificos

1. Isolamento e identificacdo das estirpes de Vibrio parahaemolyticus e Vibrio
cholerae.

. Estabelecer o perfil de resisténcia e multiresisténcia das estirpes estudadas.

. Caracterizar a origem da resisténcia como intrinseca ou adquirida.

. Determinar a Concentracao Inibitéria Minima (CIM) aos antimicrobianos.

. Deteccédo de cepas produtoras de enzimas metalo-3-lactamase (MBLS).

o 01~ WODN

. Avaliar a presenca de fatores fenotipicos e genéticos de viruléncia.
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CAPITULO 1

A importancia dos vibrios em surtos alimentares: uma reviséo
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RESUMO

Silva. I. P. A importancia dos vibrios em surtos alimentares: uma reviséo

Os vibrios pertencem a familia Vibrionaceae, sao bactérias indigenas de ambiente
estuario capazes de causar surtos alimentares e/ou infec¢cdes cutdneas em
humanos. Vibrio cholerae e V. parahaemolyticus estdo entre as espécies
patogénicas de maior relevancia para a saude publica, principalmente quando
associados as doencas veiculadas em alimentos (DVASs). Muitos dos surtos estédo
associados a capacidade em produzirem toxinas, tais como a hemolisina direta
termoestavel (tdh), hemolisina termoestavel relacionada (trh) e a toxina colérica,
além de produgéo de exoenzimas, sinalizadores de viruléncia. Outro fator de
importancia para a saude publica tem sido o aumento da resisténcia microbiana
aos antimicrobianos, influenciada pelo uso continuo desses farmacos e o0 seu
descarte em reservatdérios de agua. A presenca de micro-organismos
potencialmente patogénicos e resistentes as principais classes de antimicrobianos
em amostras de agua e alimentos representa um risco, principalmente para as
populacdes ribeirinhas, habitantes de regides estuarinas e dependentes do

ambiente na obtencado do alimento e lazer.

Palavras chave: moluscos bivalves, viruléncia, gastroenterites, resisténcia

antimicrobiana.
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ABSTRACT

Silva. I. P. The vibrios importance in foodborne disease outbreak: a review

The vibrios belong to the Vibrionaceae family and are indigenous bacteria of
estuarine environment, capable of causing either foodborne disease outbreaks or
skin infections in humans. Vibrio cholerae and V. parahaemolyticus are among
the most relevant pathogenic species for public health, especially when associated
with FBDs (Foodborne Diseases) linked to the consumption of raw fish or
insufficiently cooked fish. Many outbreaks are associated with the ability of
microorganisms to produce toxins, such as the thermostable direct hemolysin
(tdh), thermostable related hemolysin (trh), cholera toxin, besides virulence
enzymatic factors. Another important fact to public health is the increase of
microbial resistance to antimicrobial agents, influenced by the continuous use of
these drugs and their disposal into water reservoirs. It is a risk the attendance in
food and water samples of potentially pathogenic microrganisms that are resistant
to major class of antimicrobials, especially for riverine populations that inhabit

estuarine areas and depend on the environment for their food and leisure.

Keywords: bivalve molluscs, virulence, gastroenteritis, antimicrobial resistance.
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1. ACAO ANTROPICA

O estuario é a interface entre o desague fluvial do continente e o oceano
adjacente, sendo parte integrante da zona costeira, composto por uma descarga
de &gua doce do continente e a acdo de ondas e marés do oceano
(LOITZENBAUER; MENDES, 2011). O funcionamento dos estuarios compde
interacbes complexas entre processos fisicos, biogeoquimicos e bioldgicos,
estando entre as areas mais produtivas da terra (PASQUAUDA et al., 2012). Os
estuarios também sdo importantes do ponto de vista ecoldgico, uma vez que
funcionam como locais de desova para espécies de animais (ZENG et al., 2011).

De acordo com o censo de 2010, 24% da populacao brasileira vive na zona
costeira, o que compreende aproximadamente 45 milhGes de pessoas, além do
desenvolvimento de grandes centros industriais, atividades portuarias e fazendas
de camaréo (LOITZENBAUER; MENDES, 2011).

Os efeitos do desenvolvimento global e o crescimento da populagdo humana
tém alterado os estuarios por meio da destruicdo de habitats, a presenca de
poluentes toxicos (pesticidas e metais-traco), a elevacdo da carga organica
(efluentes orgéanicos e cultivo de animais), alteracfes do fluxo de agua, bem como
a crescente ocupacdo humana nas regides litoraneas sem um planejamento
ambiental adequado (O’HIGGINS et al., 2010; BRANCO et al., 2011). Todos estes
fatores tém resultado em uma reducéo da qualidade do estuario e da capacidade
em prover os produtos da pesca, bem como atividades de lazer para a populacao
(O’HIGGINS et al., 2010).

2. MOLUSCOS BIVALVES

Os moluscos bivalves sdo organismos filtradores, com a capacidade de
filtrarem aproximadamente 19 a 50 L/h, com alguma ou nenhuma capacidade
seletiva, acumulando em sua massa visceral, lumen do intestino e
hepatopancreas, toxinas, poluentes quimicos (metais pesados) e bioldgicos
(micro-organismos) (RODRIGUES et al., 2009; NASCIMENTO et al., 2011).

Os moluscos representam o terceiro maior grupo de animais cultivados no

mundo, com 13,1 milhdes de toneladas produzidas em 2008. Neste grupo, as
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ostras representam 31,8%, os bivalves de sedimento 24,6%, os mexilhdes 12,4%
e as vieiras 10,7% (CARDOSO JUNIOR et al., 2012).

A microbiota presente nos moluscos bivalves é variavel e depende da
gualidade da &gua no qual é capturado e/ou cultivado, bem como da qualidade da
agua utilizada nas etapas de lavagem e processamento, além da estocagem e
manipulacao (JAY, 2005).

A presenca de micro-organismos patogénicos nos moluscos bivalves pode
levar ao aparecimento de doencas veiculadas por alimentos (DVAS) que podem
ser causadas tanto por um agente infeccioso contaminante do alimento ingerido,
como pela toxina por ele produzida (VIEIRA et al., 2008). A capacidade em
veicular doencas esta associada principalmente a cultura de algumas regides em
consumi-los crus ou levemente cozidos, sendo frequente casos de intoxicacao e
infeccdo alimentar (NASCIMENTO et al., 2011). No Brasil, ndo existem limites
para a presenca desses micro-organismos em moluscos bivalves, apenas para
produtos a base de pescados ndo consumidos crus.

Para as comunidades ribeirinhas que vivem proximas aos manguezais, 0S
moluscos bivalves representam um dos grupos de maior relevancia econémica. A
coleta desses animais se constitui na principal fonte de renda das familias ou

complementa a renda oriunda de atividades assalariadas (ARAUJO et al., 2009).

3.1. Crassostrea rhizophorae (Guilding, 1828)

As ostras sao moluscos bivalves que pertencem ao Filo Mollusca e classe
Bivalvia. Consideradas um alimento altamente nutritivo e de valor cultural, suas
valvas sdo utilizadas pela populagédo ribeirinha para a fabricacdo de objetos
artesanais (RODRIGUES, 2009).

As ostras nativas de maior interesse econdmico no litoral brasileiro
pertencem ao género Crassostrea, da familia Ostreidae (FORCELINI et al. 2009).
Sua distribuicdo geografica abrange desde a regido Sul do Caribe, Venezuela,
Suriname e Brasil até o Uruguai (EVANGELISTA-BARRETO; SOUSA,; VIEIRA,
2008).

Conhecida como ostra do mangue, Crassostrea rhizophorae € uma espécie
gonocodrica (quando o0s sexos ocorrem separadamente nos individuos), de

tamanho médio, que alcanca 100 mm de altura, apresentando concha grossa e de
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forma variavel. Tipica de zonas tropicais ocorre principalmente fixada as raizes da
Rhizophora mangle ou sobre zonas entremarés e costées rochosos (DUE et al.,
2010).

O consumo da ostra in natura, principalmente nas regides litoraneas
brasileiras como o nordeste, tem incentivado o cultivo desse molusco, em virtude
de ser uma das principais espécies de bivalves consumidos in natura
(NASCIMENTO et al., 2009). No entanto, quando contaminadas com patégenos
humanos, as ostras ndo apresentam sinal externo de contaminagdo, como
alteracdo de cor, sabor ou odor ruim, o que permite ser um veiculo de DVAs
guando ingeridas cruas ou parcialmente cozidas (RODRIGUES, 2009).

3.2. Mytella guyanensis (Lamarck, 1819)

No Brasil, as espécies de mitilideos de interesse comercial sdo Mytella
falcata e Mytella guyanensis de agua salobra, e Perna perna e Mytilus edulis
platensis de agua oceanica (PEREIRA et al., 2003). Sua distribuicdo vai desde o
México ao Peru, no Oceano Pacifico, e da Venezuela ao Brasil, no Atlantico
(RIOS, 2009).

A espécie M. guyanensis é encontrada em todo o litoral brasileiro. Possui
como habitat natural as aguas salobras, vivendo enterrados em substratos
lodosos de zona entremarés em ambientes estuarinos (SANTOS; VIEIRA, 2003).
Os bancos naturais de M. guyanensis se encontram distribuidos embaixo dos
bosques de Rhyzophora mangle e Laguncularia racemosa (PEREIRA et al.,
2003).

Este molusco tem um elevado valor protéico, econémico e cultural, sendo
largamente consumido no nordeste brasileiro e muitas vezes a uUnica fonte de
renda de comunidades carentes (SANTOS; VIEIRA, 2013).

4. DOENCAS VEICULADAS POR ALIMENTOS (DVAs)

As sindromes resultantes da ingestao de alimentos contaminados por micro-
organismos sdo conhecidas como Doencas Transmitidas por Alimentos (DTAS),
Doencas Veiculadas por Alimentos (DVAs) ou simplesmente Toxinfecces

(OLIVEIRA et al.,, 2010). As DVAs sdo sindromes clinicas que podem ser
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ocasionadas por parasitos (protozoarios e helmintos patogénicos), produtos
quimicos (pesticidas e metais-trago) e micro-organismos ou produtos resultantes
de seu metabolismo (toxinas e aminas biogénicas) (GAVA; SILVA; FRIAS, 2008).

Os alimentos geralmente sdo contaminados pela manipulagcéo incorreta,
falhas higiénicossanitarias na producdo, armazenagem, processamento e
conservacao (IWAMOTO et al., 2010). No entanto, a maioria dos surtos tem sido
relacionada a ingestdo de alimentos com boa aparéncia, sabor e odor normais,
sem qualquer alterac@o sensorial visivel. Isso ocorre porque a dose infectante do
patdbgeno geralmente é inferior a quantidade de micro-organismos necessaria
para degradar os alimentos (OLIVEIRA et al., 2010).

Anualmente, a incidéncia de doencas relacionadas ao consumo de alimentos
tem crescido exponencialmente. A maioria dos casos de DVAs né&o é notificado,
pois muitos micro-organismos patogénicos presentes nos alimentos causam
sintomas brandos, fazendo com que a vitima ndo busque auxilio médico
(MARCHI et al.,, 2011). Em diversos paises, inclusive no Brasil, os surtos
notificados se restringem aqueles que envolvem um maior nimero de pessoas ou
guando a duracao dos sintomas € prolongado (OLIVEIRA et al., 2010).

Os moluscos tém sido frequentemente envolvidos em diversos surtos
alimentares (BAFFONE et al., 2001; AUSTIN, 2010). O Centro Norte-Americano
para Controle e Prevencdo de Doencas (CDC) relatou que 0s peixes e mariscos
estdo envolvidos em 5% dos casos individuais e em 10% de todos os surtos de
DVAs, sendo a maioria dos surtos decorrentes do consumo de moluscos bivalves
(OLGUNOGLU, 2012).

Dados do Departamento Nacional de Vigilancia em Saude (SVS, Brasil)
mostram a ocorréncia de 6.602 surtos de doencas transmitidas por alimentos no
Brasil entre o periodo de 1999 a 2008, dos quais apenas 69 foram associados ao
consumo de frutos do mar (SANTOS; VIEIRA, 2013) (Figura 1).
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Figura 1: Surtos de DVAs no Brasil por tipo de alimento contaminado de 1999 a

2008. Fonte: COVEH/CGDT/DEVEP/SVS/MS (SANTOS, 2010).

Um estudo realizado no estado do Parana mostrou que no ano de 2000
foram gastos pelo governo cerca de dois milhdes de reais, somente em
internacdes devido as DVAs (CRUZ; MARTINEZ; DESTRO, 2008).

Em S&o Paulo, de acordo com os dados gerados pelo banco de dados da
Divisdo de Doencas de Transmissao Hidrica e Alimentar (DDTHA) e do Centro de
Vigilancia Epidemiolégica (CVE), em 2008 foram relatados 374 surtos de DVAs
(com 23.590 casos). Destes, 183 surtos (3.290 casos) ocorreram no municipio de
Sao Paulo, representando 49% do total de surtos notificados. Em 169 (92%) dos

casos o sintoma foi a diarreia (BECVE, 2012).

4. O GENERO Vibrio

Os vibrios pertencem a familia Vibrionaceae e o nimero de espécies que
compdem o género compreendem 102 espécies (DSMZ, 2013). Sdo bactérias
Gram-negativas, geralmente moveis, mesofilicas e anaerdbias facultativas
(AUSTIN et al., 2005).

Os vibrios sdo habitantes naturais de ambientes marinhos, onde, sob

condicBes de salinidade e temperatura favoraveis sao ingeridos em quantidades
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elevadas por organismos aquaticos, peixes e mariscos, especialmente, animais
filtradores, como mexilhdes e ostras (ESPINEIRA et al., 2010).

Os vibrios apresentam importancia epidemioldgica, visto que pelo menos 13
espécies causam infeccbes em humanos. Destas, as mais relevantes sdo as
espécies de Vibrio cholerae, V. parahaemolyticus e V. vulnificus (FAO/WHO,
2001; SOUSA et al., 2004). As espécies de V. alginolyticus, V. damsela, V.
fluvialis, V. furnissii, V. hollisae, V. metschnikovii e V. mimicus também tém
recebido atencdo por causarem doencas em animais aquaticos (MANJUSHA,
SARITA, 2013).

A principal caracteristica deste grupo de bactérias € a capacidade de causar
intoxicagdo alimentar grave associada ao consumo de peixes e mariscos
contaminados crus ou mal cozidos (ESPINEIRA et al., 2010).

Entre o periodo de 1988 a 1997, uma revisao sobre infec¢gbes ocasionadas
por V. parahaemolyticus mostrou que 88% dos pacientes com gastroenterite e
91% com septicemia relataram ter ingerido ostras cruas (KANUNGO et al., 2012).
Em 2003, entre os surtos de origem alimentar ocorridos em 13 provincias da
China, cerca de 40% dos pacientes se encontravam infectados com V.
parahaemolyticus (NAIR et al., 2007).

No Brasil, alguns trabalhos relatam o isolamento de V. vulnificus em
mariscos, principalmente ostras, comercializadas em Sao Paulo, Bahia e Ceara

associado a casos de diarreia e septicemia (ARAUJO et al., 2007).

4.1. Patogenicidade e fatores de viruléncia

A definicdo do termo patogenicidade consiste na capacidade de um micro-
organismo em causar a doenca, enquanto a viruléncia é a capacidade quantitativa
do agente provoca-la, envolvendo o processo de invasdo e a toxigenicidade
(VIEIRA, 2009; BROOKS et al., 2010).

Os micro-organismos patogénicos se distinguem de outros da mesma
espécie pelo fato de possuirem e expressarem genes que codificam fatores de
viruléncia, isto €, fatores que propiciam a colonizacdo e ocorréncia de diversos
eventos que desestabilizam a fisiologia do hospedeiro (VIEIRA, 2009).

A patogénese das infec¢Bes causadas por vibrios é complexa e relacionada

a uma variedade de fatores de viruléncia, como as citotoxinas, enterotoxinas,
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enzimas liticas, producdo de polissacarideo capsular (MASINI et al., 2007;
CABRERA-RODRIGUES et al.,, 2008), produtos extracelulares, tais como
proteases, fosfolipases e hemolisinas, sendo a sua produgéo variada entre os
isolados (ROCHA, 2011).

4.2.Vibrio parahaemolyticus

Vibrio parahaemolyticus € uma bactéria indigena de ambientes estuarios e
marinhos, frequentemente isolado em zooplancton, peixes costeiros e mariscos
(HONGPING et al., 2011; HOSSAIN; KIM; KONG, 2013), que requer
concentracbes de NaCl em torno de 1 a 3% para sobreviver e se multiplicar
(ALIPOUR; ISSAZADEH; SOLEIMANI, 2014). Seu tempo de duplicacdo varia de
oito a nove minutos, em moluscos é de 12 a 18 minutos a 37°C, o que facilita
atingir a dose infecciosa de 10° e 10’ UFC/g (RODRIGUES AUGUSTO, 2007).

Vibrio parahaemolyticus tem sido o agente causador de trés sindromes
clinica, a gastroenterite, infecgcbes em ferimentos e septicemia. A gastroenterite é
normalmente acompanhada por sintomas que incluem voémitos, diarreias, dor de
cabeca, nauseas, febre baixa e caimbras abdominais (ALIPOUR; ISSAZADEH,;
SOLEIMANI, 2014). Em concentracdes de 10°-10° UFC/g geralmente é auto-
limitada. O periodo médio de incubacédo para a infeccao € de 15 horas (SANTOS;
VIEIRA, 2013).

Cepas patogénicas de V. parahaemolyticus podem ser diferenciadas a partir
de estirpes ndo patogénicas com base em sua capacidade de produzir uma
hemolisina termoestavel direta codificada pelo gene tdh, cuja producdo €
denominada de fendbmeno de Kanagawa (YOON et al.,, 2008) e a hemolisina
termoestavel relacionada, codificada pelo gene trh (COSTA-SOBRINHO et al.,
2011). Em mamiferos, a tdh atua como uma enterotoxina, sendo um dos
principais fatores de viruléncia da bactéria (HONGPING et al., 2011).

Mundialmente, V. parahaemolyticus € um importante patdgeno de origem
alimentar, sendo reconhecido como a principal causa de gastroenterite humana
associada ao consumo de frutos do mar (HOSSAIN; KIM; KONG, 2013). Cerca
de 5% dos isolados sédo patogénicos para os seres humanos (HONGPING et al.,
2011).
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Em 2006, surtos por V. parahemolyticus associados ao consumo de
mariscos crus resultou em um total de 177 casos de infeccdo em trés estados nos
Estados Unidos (YOON et al., 2008). JA em 2013, a bactéria foi responsavel por
surtos alimentares em 13 estados, com predominancia para o sorotipo O4:K12
(CDC, 2013).

No Jap&o, América do Norte e sudeste da Asia V. parahaemolyticus tem sido
responsavel pela maioria dos casos de intoxicacao alimentar devido ao consumo
de frutos do mar (HONGPING et al., 2011). No Ceard, Brasil, esta bactéria foi
responsavel por um surto de gastroenterite envolvendo 26 individuos devido a
ingestdo de caranguejo cru em um restaurante da regido (SANTOS; VIEIRA,
2013).

4.3. Vibrio cholerae

O Vibrio cholerae ocorre naturalmente em agua doce e salobra em regides
tropicais, subtropicais e temperadas (SANTOS; VIEIRA, 2013). A 4gua se destaca
por ser um dos principais veiculos na transmissdo e ecologia da doenca, sendo
capaz de causar surtos de proporcbes endémicas, epidémicas e pandémicas
(GOEL et al., 2010).

A sua classificacdo € baseada em sorogrupos ou sorovares e tem como
base os seus antigenos somaticos (antigenos O), de modo que até o momento, ja
foram identificados 206. Os sorogrupos O1 e 0139 toxigénicos tém sido
diretamente associados a cdlera, a epidémica (O1 e 0139) e a pandémica (O1)
(RAYCHOUDHURI et al., 2009). Os demais sorogrupos possuem as mesmas
caracteristicas morfoldgicas e bioquimicas dos sorogrupos O1 e 0139, porém, s6
aglutinam com seus anti-soros especificos, por este motivo, ficaram conhecidos
como ndo-01 e nd0-0139 (SA, 2009).

Vibrio cholerae O1 pode ser classificado em dois biétipos, Classico e El Tor.
Quando causada pelo bibtipo classico a infeccdo tende a ser mais grave
(SANTOS; VIEIRA, 2013). Fatores antigénicos permitem a diferenciacdo desses
biétipos em trés sorotipos, Ogawa, Inaba e Hikojima, sendo este Ultimo raro
(RISTORI et al., 2006).

As primeiras seis pandemias de colera foram atribuidas ao biétipo classico.

Ao longo da ultima década, novas variantes de cepas de V. cholerae O1 biétipo El
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Tor expressando a toxina da cOlera foram documentadas. As primeiras variantes
de El Tor foram identificadas pela primeira vez em 2002, em Bangladesh. Estas
exibiam caracteristicas fenotipicas e genéticas do biotipo classico e expressavam
concentracbes maiores de toxina da coélera do que as estirpes tipicas El Tor
(ISMAIL et al., 2013).

A patogénese da célera € um processo complexo que envolve acbes
sinergéticas de varios genes, dentre eles ompW (proteina da membrana externa),
ctx (toxina colérica), tcp (corregulador da toxina pilus), zot (toxina zonula
occludens) e rfbO1 (antigeno somético) (GOEL et al., 2007).

A maioria das cepas ambientais é classificada em ndo-O1 e n&do-0139,
contudo, algumas estirpes de V. cholerae ndo-O1 e ndo-0139 tém sido capazes
de causarem gastroenterites ou infecgdes extra-intestinais em humanos (ULLOA
et al., 2011).

Em reservatorios agquaticos € possivel ocorrer a conversao de um sorogrupo
em outro, proveniente de recombina¢des homoélogas (BLOKESCH; SCHOOLNIK,
2007), mutag&o e/ou rearranjo, como ocorrido com a linhagem Bengal O139 (LI et
al., 2002).

O primeiro relato na literatura de transmissédo de V. cholerae O1 bidtipo El
Tor por ingestédo de ostras cruas foi descrito em 1986, na Florida, EUA. Surtos de
colera tém sido descritos mundialmente, assim como o seu reaparecimento em
regides que ja se encontravam livres (RISTORI et al., 2006). Segundo Goncalves
et al. (2004) peixes e mariscos foram responsaveis por epidemias ou casos
isolados de coélera nos Estados Unidos, Italia, Portugal e Australia, entre outros
paises.

No Brasil, entre o periodo de 2002 a 2003 foi isolado V. cholerae O1 de
amostras ambientais nos municipios de Alagoas e Pernambuco. Em 2004, a
célera ressurgiu no pais, com a confirmacao de 21 casos autoctones. Em 2005,
outros cinco casos autéctones foram registrados, todos procedentes do estado de
Pernambuco (SVS, 2008).

5. RESISTENCIA ANTIMICROBIANA

Os antimicrobianos sdo substancias naturais, semi-sintéticos ou sintéticos

com atividade antimicrobiana, administrados aos seres humanos e animais para
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diversos fins, como tratamento, prevencdo e promotores de crescimento
(ROLAIN, 2013).

No Brasil, a RDC 20/2011 regulamenta a utilizagdo de antimicrobianos,
sendo vetada a comercializagdo destes em farméacias e drogarias do pais sem
apresentacdo da receita médica (BRASIL, 2011). No Canada, a utilizacdo de
agentes antimicrobianos também é limitada e regulamentada, dado a sua
utilizagao excessiva (WEIR et al., 2012).

O uso extensivo e abusivo de antimicrobianos na medicina humana e
veterinaria, agricultura e aquicultura, bem como o descarte inadequado de
antimicrobianos tem causado o aumento de bactérias resistentes (CRESTANA;
SILVA, 2011; MANJUSHA; SARITA, 2013), além de interferir no tratamento
efetivo das infec¢des por estes agentes (BACCARO et al., 2002). A presenca de
residuos de antibioticos favorece a selecdo de bactérias resistentes que podem
se inserir na cadeia alimentar humana por meio do pescado contaminado e
transferir genes de resisténcia as bactérias da microbiota indigena ou
potencialmente patogénica para os seres humanos (CARNEIRO et al., 2007).

A resisténcia aos antimicrobianos representa uma grave ameacga para a
saude publica, sendo um problema crescente no mundo, e que envolve cada vez
mais espécies bacterianas e novos mecanismos de resisténcia (DIAZ et al.,
2006).

A resisténcia aos antimicrobianos pode ser produzida por caracteristicas
inerentes as células, sendo geralmente determinada por genes cromossémicos
(COSTA et al., 2008). Por outro lado, algumas estirpes podem sofrer mutacdes,
receber plasmideos ou transposons, genes cassetes ou outros elementos
genéticos moveis e desse modo adquirir uma resisténcia que caracterizara novas
linhagens, cuja transmissdo entre as bactérias, pode ocorrer entre os individuos
do mesmo grupo ou em diferentes grupos taxonémicos e ecoldgicos, contribuindo
para a difusdo de genes de resisténcia no ambiente (LAIJNEF et al., 2012).

Plasmideos tém sido encontrados em vibrides, e em alguns casos apontou-
se 0 seu envolvimento na resisténcia a muitos antimicrobianos (MOLINA-AJA et
al. 2002).

Bactérias resistentes aos antimicrobianos sdo encontradas em diferentes
nichos ecoldgicos. O ambiente aquatico é considerado como o mais eficiente para

a selecdo de populagcbes bacterianas resistentes, bem como para a troca de

31



genes de resisténcia (CARNEIRO et al., 2007). Os ambientes aquaticos recebem
guantidades significativas de antimicrobianos por meio da eliminacdo em aguas
residuais municipais e esgotos, resultante da medicacdo em humanos, efluentes
hospitalares, bem como antimicrobianos para o uso veterinario (ZENG et al.,
2011).

O estudo da resisténcia aos agentes antimicrobianos em micro-organismos
aquaticos indigenas indica o grau de extensdo da alteracdo dos ecossistemas
pela agcdo do homem, principalmente quando os antimicrobianos s&o liberados
nos esgotos pela urina, fezes e eventualmente cadaveres (BAQUERO;
MARTINEZ; CANTON, 2008).

O papel dos antimicrobianos no tratamento de infecgbes humanas causadas
por vibrios ainda n&o esta bem definido, apesar da resisténcia antimicrobiana ser
um problema para a terapia direcionada a esses micro-organismos (LESLEY et
al., 2011). Raissy et al. (2012) e Molina-Aja et al. (2002) relataram a utilizagéo e
resisténcia dos vibrios aos antimicrobianos utilizados na medicina humana e
animal, como a tetraciclina, doxiciclina, estreptomicina, eritromicina, além da
penicilina, ampicilina, amoxicilina, canamicina, oxitetraciclina, cloranfenicol e o
sulfametoxazol.

O aumento da multiresisténcia aos antimicrobianos em bactérias nos ultimos
anos € preocupante, visto que a presenca de genes de resisténcia refor¢cou ainda
mais a transmissdo e propagacao da resisténcia as drogas entre 0s patdgenos
microbianos (LAJNEF et al., 2012).

5.1. Grupo dos B-lactamicos

Os pB-lactamicos se caracterizam por apresentar um anel B-lactamico
essencial para a sua atividade antibacteriana. Sdo antimicrobianos bactericidas,
gue inibem a sintese da parede celular por meio da interrupcdo do processo de
transpeptidacdo (MACEDO et al., 2005).

Os B-lactamicos estédo entre os antimicrobianos mais utilizados na medicina
humana, sendo frequentemente observado a resisténcia a esta classe, devido a
presenca de enzimas [B-lactamases capazes de hidrolisa-los (PONTES et al.,
2009).
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As B-lactamases de Espectro Estendido (ESBL) apresentam resisténcia aos
B-lactamicos de amplo espectro, os quais normalmente possuem atividade contra
bactérias Gram-negativas (MACEDO et al., 2005). As p-lactamases pertencentes
a classe B de Ambler sdo conhecidas como metalo-B-lactamases (MpBLs)
(FIGUEREDO et al., 2009), enzimas que apresentam um largo espectro de
atividade, hidrolisam as penicilinas, cefalosporinas e carbapenemas (VILLEGAS
et al, 2006).

As MBLs sédo enzimas codificadas por genes plasmidiais e ocorrem em
espécies particulares de bactérias, sendo de rapida disseminacédo e vinculadas a
integrons, onde a sua acdo € inibida pela presenca de agentes quelantes
(PICOLI, 2008).

Atualmente, sdo conhecidas seis subclasses de MpLs identificadas e
catalogadas de acordo o local onde foram detectadas: imipenemase (IMP);
Verona imipenemase (VIM); Sado Paulo metalo-beta-lactamase (SPM-1); German
imipenemase (GIM-1); Seoul imipenemase (SIM-1) e Australian imipenemase
(AIM) (FIGUEREDO et al., 2009).

Nos ultimos anos genes para as MBLs tem se espalhado a partir de
Pseudomonas aeruginosa para estirpes da familia Enterobacteriaceae, sendo um

cenario clinico que parece estar em desenvolvimento (WALSH et al., 2005).
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CAPITULO 2

Caracterizacdo da resisténcia antimicrobiana e perfil de
viruléncia de Vibrio parahaemolyticus em amostras de agua e

moluscos bivalves

Este artigo sera submetido a revista Food Microbiology.
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RESUMO:

Este estudo objetivou caracterizar o perfil de suscetibilidade antimicrobiana e
fatores de viruléncia de Vibrio parahaemolyticus em amostras de agua e moluscos
bivalves no estuario de Séo Francisco do Conde, Bahia, Brasil. Mensalmente
durante 15 meses foram realizadas coletas de agua em trés pontos do estuario
(45 amostras), ostras e sururus (30 amostras in natura e 15 processado). A
identificacdo bioquimica das estirpes foi realizada de acordo com chave de
identificacdo para cepas ambientais. Os testes de suscetibilidade antimicrobiana
foram realizados com 11 farmacos de sete familias, além da concentracao
inibitéria minima (CIM) e producédo de enzimas metalo-B-lactamase (MBLs). Para
a caracterizacao fenotipica de viruléncia foram usados os testes de producéo de
exoenzimas (amilase, caseinase, DNase, fosfolipase, gelatinase, lipase e urease),
atividade hemolitica, bem como identificacdo genotipica pela técnica multiplex-
PCR com os iniciadores tdh e trh. Foram identificadas 10 espécies, sendo 67%
(30/45) pertencentes ao V. parahaemolyticus (38% de agua, 18% de bivalves in
natura e 11% de sururu processado). Resisténcia antimicrobiana foi verificada em
pelo menos um dos 11 antimicrobianos testados, com elevado percentual para a
ampicilina (97%) (55% em isolados da agua, 27% em bivalves in natura e 17% em
sururu processado) e CIM de 400 ug, seguido de cefalotina (93%) (53% em
isolados de agua, 28% em bivalves in natura e 18% em sururu processado) e CIM
de < 100 pg. Multiresisténcia foi observada em 59% das cepas da agua, 75% dos

bivalves in natura e em 20% do sururu processado. Todos os isolados foram
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produtores da enzima MBLs. Para o perfil fenotipico de viruléncia o maior
percentual de positividade foi para amilase (97%), seguido pela DNase (83%),
fosfolipase (70%), atividade B-hemolitica (57%), gelatinase (43%), lipase (13%) e
caseinase (7%), ndo sendo relatado atividade da exoenzima urease. Nao foram
detectados os genes de viruléncias tdh e trh nas estirpes analisadas. Em geral,
cepas ambientais sdo de dificil caracterizacdo, visto que vivem em um ambiente
de intensas variagbes, podendo inserir ou excluir caracteres. A elevada
resisténcia microbiana e producdo de MBLs em V. parahaemolyticus demonstra
gue o ambiente em estudo vem sofrendo com a pressado antrépica. Além disso,
embora néo tenha sido verificado a expressdo de genes de viruléncia tdh e trh, a
elevada producdo de exoenzimas facilita a invasdo e lesdo dos tecidos do

hospedeiro pelo micro-organismo, ndo descartando o potencial toxigénico.

Palavras chave: Ostras, sururu, saude publica, metalo-B-lactamase.

CHARACTERIZATION OF ANTIMICROBIAL RESISTANCE AND VIRULENCE
PROFILE OF Vibrio parahaemolyticus IN WATER SAMPLES AND CLAMS
BIVALVES

ABSTRACT:

This study aimed to characterize the profile of antimicrobial susceptibility and
virulence factors of Vibrio parahaemolyticus in samples of water and bivalve
molluscs in the estuary of Sdo Francisco do Conde, Bahia, Brazil. Each month
during 15 months water sampling were performed at three points of the estuary
(45 samples), oysters and mussels (30 samples in natura and 15 processed). The
biochemical identification of the strains was performed according to identification
key for environmental strains. The antimicrobial susceptibility tests were performed
with 11 drugs of seven families in addition to minimum inhibitory concentration
(MIC) and production of enzymes metalo-B-lactamase (MBLs). For phenotypic
characterization of virulence were used tests of exoenzymes production (amylase,
caseinase, DNase, phospholipase, gelatinase, lipase and urease), hemolytic
activity, as well as genotypic identification by multiplex-PCR technique with the

indicators tdh and trh. 10 species were identified, of which 67% (30/45) belonging
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to V. parahaemolyticus (38% of water, 18% of bivalves in natura and 11% of
processed mussel). Antimicrobial resistance was detected in at least one of the 11
antimicrobials tested, with a high percentage for ampicillin (97%) (55% in isolates
of water, 27% inin natura bivalves and 17% in processd mussel) and MIC of
400 pg, followed by cephalothin (93%) (53% in isolates of water, 28% in in
natura bivalves and 18% in processed mussel) and MIC of < 100 pg. Multidrug
resistance was observed in 59% of the strains from water, 75% of the in
natura bivalves and 20% of the processed mussel. All the isolates were producers
of the enzyme MBLs. For the phenotypic profile of virulence the highest
percentage of positivity was for amylase (97%), followed by DNase (83%),
phospholipase (70%), B-hemolytic activity (57%), gelatinase (43%), lipase (13%)
and caseinase (7%), not being reported activity of the urease exoenzyme. NoO
virulence genes tdh and trh were detected in the strains analyzed. The high
microbian resistance and production of MPBLs in V. parahaemolyticus
demonstrates that the environment under study has been suffering with
anthropogenic pressure. Furthermore, although not verified the expression of
virulence genes tdh and trh the high exoenzyme production facilitates the invasion
and injury of host tissues by micro-organisms, not ruling out the possibility of

becoming pathogenic.

Keywords: oysters, mussels, public health, metalo-B-lactamase.
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1. Introducgéo

Os vibrios sdo bactérias naturais em ambientes marinhos e estuarinos
(SOUSA et al., 2004), pertencentes a familia Vibrionaceae, Gram-negativos,
geralmente méveis, mesofilicos e anaerdbios facultativos (AUSTIN et al., 2005).
Dentre as espécies patogénicas do grupo, se destacam o Vibrio parahaemolyticus
e 0 V. cholerae (COLLIN; REHNSTAM-HOLM, 2011).

Atualmente, esse género compreende 102 espécies (DSMZ, 2013). Dentre
elas, pelo menos 13 séo passiveis de causarem infecces em humanos, estando
a maioria dos relatos associado ao V. cholerae, V. parahaemolyticus e V.
vulnificus (FAO/WHO, 2001). As espécies de V. alginolyticus, V. damsela, V.
fluvialis, V. furnissii, V. hollisae, V. metschnikovii e V. mimicus tém recebido maior
atencdo na Ultima década por causarem doencas em animais aquaticos
(MANJUSHA; SARITA, 2013).

A principal caracteristica deste grupo de bactérias é a capacidade de causar
intoxicacdo alimentar grave associada ao consumo de peixes e mariscos
contaminados crus ou mal cozidos (ESPINEIRA et al., 2010). De acordo com o
Centro Norte-Americano para Controle e Prevencao de Doencas (CDC) os peixes
e mariscos sao responsaveis por 5% dos casos individuais e 10% de todos os
surtos de doencas veiculadas por alimentos (DVAs). A maioria dos surtos sao
decorrentes do consumo de moluscos (OLGUNOGLU, 2012). Entre 1988 a 1997,
uma revisdo sobre infec¢cdes ocasionadas por V. parahaemolyticus mostrou que
88% dos pacientes com gastroenterite e 91% com septicemia relataram ter
ingerido ostras cruas (KANUNGO et al., 2012).

A patogénese das infeccbes causadas pelos vibrios € complexa e
relacionada com uma variedade de fatores de viruléncia, como citotoxinas,
enterotoxinas, enzimas liticas e a producéo de polissacarideo capsular, além de
hemaglutinina (MASINI et al., 2007; CABRERA-RODRIGUES et al., 2008).

Vibrio parahaemolyticus representa uma bactéria considerada emergente
devido a sua associacdo com surtos epidémicos ap6s o consumo de alimentos,
em especial, pescados e moluscos consumidos in natura ou parcialmente
submetidos a coccéo (PEREIRA et al., 2007).

Cepas patogénicas de V. parahaemolyticus podem ser detectadas com base

em sua capacidade de produzir uma hemolisina termoestavel direta e a
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hemolisina termoestavel relacionada (YOON et al., 2008; COSTA-SOBRINHO et
al., 2011) codificadas pelos genes tdh e trh, respectivamente (RAGHUNATH et
al., 2008). O gene tdh produz uma enterotoxina em mamiferos, considerado um
importante fator de viruléncia para o V. parahaemolyticus (HONGPING et al.,
2011).

Entre os surtos de origem alimentar ocorridos em 13 provincias da China em
2003, cerca de 40% dos pacientes se encontravam infectados com V.
parahaemolyticus (NAIR et al., 2007). No Brasil, existem alguns relatos de
isolamento de V. vulnificus em mariscos, principalmente ostras, e demais frutos
do mar comercializados em S&o Paulo, Bahia e Ceara (ARAUJO et al., 2007).

O papel dos antimicrobianos no tratamento de infecgbes humanas causadas
por vibrios ainda nao esta bem definido, apesar de a resisténcia antimicrobiana
ser um problema para a terapia direcionada a esses micro-organismos (LESLEY
et al.,, 2011). Os B-lactamicos estdo entre os antimicrobianos mais utilizados,
sendo frequente a resisténcia observada a esta classe, devido a presenca de
enzimas capazes de hidrolisa-los (PONTES et al., 2009). Dentre as enzimas, as
metalo-B-lactamases (MBLs) apresentam um largo espectro de atividade,
hidrolisando as penicilinas, cefalosporinas e carbapenemas (VILLEGAS et al.,
2006, PONTES et al., 2009).

O municipio de Sao Francisco do Conde é uma area de intensa extracao de
moluscos bivalves, que apresenta um indice de desenvolvimento econdmico entre
os trés melhores do estado da Bahia devido a extracao de petroleo na regido. No
entanto, indices como a educacdo e a saude encontram-se entre 0s piores
(FONTOURA et al., 2009).

Sao Francisco do Conde responde por 40% do abastecimento de agua da
regido metropolitana, sendo considerado uma area de protecdo ambiental
(SANTOS, 2011). Entretanto, a degradacdo do ambiente na regido contribui para
a poluicdo das aguas, solo e ar (FONTOURA et al.,, 2009). Tendo em vista a
importancia epidemiolégica dos vibrios, bactérias indigenas em ambientes
estuarinos, este estudo teve como objetivo verificar o perfil de suscetibilidade e
fatores de viruléncia de Vibrio parahaemolyticus em amostras de agua e moluscos

bivalves no estuario de Sao Francisco do Conde, Bahia, Brasil.
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2. Materiais e Métodos

2.1. Local e coleta das amostras

Durante o periodo de setembro de 2010 a fevereiro de 2012 foram
realizadas 15 coletas mensais de agua e moluscos bivalves no estuério do rio
Subaé, Séo Francisco do Conde, Bahia, Brasil, em trés diferentes pontos do
estuario: ponto P1 (Vila Caeira - S 12° 33' 52.4"/ W038°41' 40.5"), ponto P2 (S&o
Bento - S 12° 35' 35.8"/ W 038°41' 47.7") e ponto P3 (llha de Cajaiba - S 12° 37"
52.9"/ W038°40' 55.0"), totalizando 45 amostras de agua. Para as amostras de
moluscos bivalves in natura foram analisadas 15 amostras de ostras (Crassostrea
rhizophorea) e 15 de sururu (Mytella guyanensis), além de 15 amostras de sururu
processado (coccdo branda) comercializado no mercado municipal de Séao
Francisco do Conde.

Em cada coleta foram obtidos 83 individuos de ostra e 70 individuos de
sururu, totalizando a analise de 1.245 ostras e 1.050 sururus. O sururu
processado foi adquirido de diversos comerciantes no mercado municipal do
municipio, em porcbes de 0,5 kg. As amostras de agua foram coletadas em
frascos ambar de 1.000 mL. Todas as amostras foram acondicionadas em gelo e
transportadas até o laboratério de Microbiologia de Alimentos e Ambiental no
Nucleo de Estudos em Pesca e Aquicultura da Universidade Federal do
Recbncavo da Bahia, Bahia, Brasil e analisados em um intervalo maximo de

guatro horas.

2.2. Analises microbioldgicas

O pré-enriguecimento das amostras foi realizado em agua peptonada
alcalina (APA) contendo 1% de NaCl e pH 8,5. Para a andlise da agua 100 mL da
amostra foi adicionado a 100 mL de APA em concentracao dupla de acordo com o
Bacteriological Analytical Manual - BAM descrito por Silva et al. (2011). Em
seguida, uma aliquota do material foi estriado em placas contendo &gar
Tiossulfato Citrato Bile e Sacarose (TCBS) e incubadas a 37°C por 24 h, sendo
avaliada a capacidade de hidrolise ou ndo da sacarose como uma das
caracteristicas morfologica de selecédo das cepas.

Para os bivalves in natura, em condi¢cdes assépticas foi realizada a abertura

das conchas e retirado 25 g do musculo e liquido intervalvar. As amostras foram

53



adicionadas a 225 mL de caldo APA e incubadas a 37°C por 18 h £ 2 h, uma
aliquota do material foi estriado em placas contendo agar TCBS e incubadas a
37°C por 24 h. O mesmo procedimento foi realizado para o sururu processado.

Para a identificacdo fenotipica das estirpes foi usada a chave de
identificacdo de Noguerola e Blanch (2008).

2.3. Extracao de DNA total

A extragéo do DNA gendmico foi realizada utilizando o protocolo de extracio
de Sambrook et al. (1989) com modificagfes. Inicialmente, as cepas foram
cultivadas em Caldo Triptona Soja (TSB) a 1% de NaCl e pH 8,5 por 24 h.
Posteriormente 2 mL da cultura foram transferidos para tubos de eppendorf e
congeladas. Apos 30 minutos de congelamento o material foi descongelado e
centrifugado (5.000 rpm/10min.), descartado o sobrenadante e adicionado 1 mL
de agua destilada estéril e novamente centrifugado.

O pellet foi ressuspenso em 500 puL de tampao de extracdo adicionado de
lisozima (0,15 M NaCl, 50 Mm Tris-HCL, 10 nmM EDTA, 2% SDS, pH 8,0) e
incubado por 1 h a 65°C em banho-maria. Em seguida, foi adicionado 0,5 mL de
cloroférmio-alcool isoamilico na proporcdo 24:1 e 0,5 mL de acetato de potassio
0,5 M e centrifugado (10.000 rpm/15min.). O sobrenadante foi coletado e
transferido para um novo tubo de eppendorf onde o DNA foi precipitado com 1
volume de alcool isopropilico gelado e centrifugado (10.000 rpm/15min.). O pellet
foi lavado duas vezes com etanol 80% gelado, centrifugado e seco over nigth. O
DNA foi resuspenso em 0,1 mL de TE (10 Mm Tris-HCL; 1 Mm e EDTA) e

estocado a -20°C.

2.3.1. Amplificac&o por Reacdo em Cadeia de Polimerase (PCR)
Para a deteccdo da viruléncia de V. parahaemolyticus o DNA total extraido
foi amplificado pela técnica multiplex-PCR usando os iniciadores especificos

conforme tabela 1.
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Tabela 1. Iniciadores utilizados na caracterizagdo molecular dos isolados de V.

parahaemolyticus.

Genes Sequéncia dos iniciadores (5’- 3’) Amplicons (pb) Fonte

F: 5’-gta aag gtc tct gac ttt tgg ac-3’
tdh J 99 J 9 269
R: 5’-tgg aat aga acc ttc atc ttc acc-3’

Bej et al. (1999)

F:5'-ttg gct tcg ata ttt tca gta tct-3’ 500
Trh R:5’-cat aac aaa cat atg ccc att tcc g-3’

tdh (Hemolisina direta termoestavel); trh (Hemolisina direta termoestavel-relacionada); pb
(Par de bases).

A especificidade da PCR multiplex foi determinada usando uma cepa padrao
de V. parahaemolyticus (I0OC 17802) cedida pelo Instituto de Ciéncias do Mar —
Labomar, Universidade Federal do Cearad. O ensaio do PCR foi realizado pela
adicdo do DNA alvo a uma mistura reacional de 25 yL conforme tabela 2 (BEJ et
al., 1999).

Tabela 2. Composicao e concentracdes empregadas nas reacdes de investigacao

molecular para as estirpes de V. parahaemolyticus.

PCR- Multiplex

Reagentes da Reacéo tdh. th
Tampao 5uL
dNTP’s 0,5 pL
Iniciador F 1,0 pL*
Iniciador R 1,0 pL*
MgCl, 1,0 uL
Taq polimerase 0,2 uL
H,O 10,3 pL
DNA total 4 uL
Volume da reacéo 25 uL

Valor para cada primer utilizado.

Os produtos da extracao de DNA e do PCR foram submetidos ao método de
eletroforese em gel de agarose 1,5% com adicdo de Gel red para visualizagcéo

dos produtos amplificados em transluminador. As corridas ocorreram com
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voltagem de 150V, amperagem de 400mA, e duracdo de aproximadamente 60
minutos. Os géis foram documentados em sistema de foto documentacéo digital
Kodak EDAS290.

2.4. Suscetibilidade antimicrobiana

A suscetibilidade aos antimicrobianos foi avaliada pela técnica de difuséo de
disco em placas, seguindo a metodologia proposta pelo Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLSI, 2010).

Para o antibiograma, as colonias de V. parahaemolyticus foram repicadas
em meio Triptona Soja Agar (TSA) inclinado e incubadas a 37°C por 24 h. Em
seguida, uma alcada da cultura foi resuspensa em 9 mL de salina 0,85% até que
a densidade bacteriana lida em espectrofotdbmetro no comprimento de onda de
625 nm se encontrasse no intervalo de 0,08 a 0,10 (10® UFC/mL) (CLSI, 2010).
ApOs o ajuste, o inoculo foi espalhado no meio agar Mueller-Hinton e adicionado
os discos de antimicrobianos. As placas foram incubadas a 37°C por 24 h e
posteriormente seus halos de inibicho medidos usando paquimetro digital. Os
antimicrobianos testados foram: acido nalidixico (30 pg), ampicilina (10 pg),
gentamicina (10 ug), cefalotina, ceftazidime (30 ug), ciprofloxacina, cloranfenicol
(30 pg), imipenem (10 pg), nitofurantoina (300 pug), sulfazotrin (25 pug), tetraciclina
(30 ug). Para controle foi utilizado uma cepa de referéncia Escherichia coli ATCC
25922 e Staphylococcus aureus ATCC 25923.

As estirpes que apresentaram resisténcia aos antimicrobianos determinou-se
a Concentracao Inibitoria Minima (CIM), em intervalos de 10 em 10, iniciando na
concentracdo imediatamente superior a do disco comercial (CLSI, 2003).

O indice de multipla resisténcia antimicrobiana (indice MAR) sera calculado
como o numero de antimicrobianos ao qual determinado isolado foi resistente
sobre o numero total de antimicrobianos testados, multiplicando-se o valor final

por 100 para obtencéo dos resultados em percentuais (HIRSCH et al., 2006).

2.5. Resisténcia mediada por plasmidios-R

A presenca ou auséncia de plasmidios-R foi testada para as cepas que
apresentaram perfil de multirresisténcia. Como agente de cura foi utilizado o
Alaranjado de Acridine (AA) na concentracado de 100 pug/mL. Apés crescimento em

caldo nutriente a 37°C por 24 h, aliquotas de 200 yL foram adicionadas aos tubos
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contendo caldo Luria Bertani (LB) (controle) e caldo LB + AA e incubados a 37°C
por 24 h. Apés essa etapa, as culturas foram submetidas novamente ao
antibiograma (MOLINA-AJA et al., 2002).

As cepas que apresentaram perfil de resisténcia plasmidial foi realizada a
extracdo do DNA plasmidial usando Kit “Plasmid Mini Kit I” (Omega/Bio-Tek®).

O produto da extracédo foi submetido a eletroforese em gel de agarose a
0,8% com Gel red, com voltagem de 80V, duracdo de 4 horas. Para visualizagéo
em transiluminador com luz ultravioleta. Os géis foram documentados em sistema

de foto documentacéao digital L-pix (Locus Biotecnologia).

2.6. Producéao de metalo-B-lactamases (MBLs)

As culturas de V. parahaemolyticus resistentes ao imipenem foram
submetidas a avaliacdo da producdo da enzima MBLs por meio do método de
disco-aproximacdo de acordo com o0s protocolos propostos por Figueiredo et al.
(2009) com modificagoes.

Apbs a padronizacdo do inéculo (10® UFC/mL) em espectrofotdmetro a
suspensao foi semeada usando swab estéril em placas de agar Mueller-Hinton
com 17 mL. Em seguida, discos contendo imipenem (10 pg), ceftazidima (30 ug) e
discos impregnados com 3 pl de uma solugdo de acido 2-mercaptopropionico
(MPA) (1,2 g/ml) e 10 ul de uma solugao 0,5 M de acido etilenodiaminotetracetico
(EDTA) (pH 8) foram posicionados na placa. As distancias (centro a centro) entre
os discos de antimicrobianos e os discos que receberam os agentes quelantes
foram de 1,5 cm (disco contendo EDTA) e de 2 cm (disco contendo MPA). As
placas foram incubadas a 37°C por 18 horas. A observacdo de um halo ou do
aumento do tamanho do halo ao redor dos discos de imipenem e/ou ceftazidima
localizados proximos ao disco de MPA e/ou EDTA indicava a positividade do

teste.

2.7.Testes de viruléncia fenotipicos
Foram realizadas as provas de gelatinase, caseinase, fosfolipase, lipase,
urease, atividade hemolitica além dos testes de amilase e DNase (HOSGPING et
al., 2011; PEREIRA et al., 2004; WAGATSUMA, 1968; CABRERA-RODRIGUEZ
et al., 2008). Em culturas bacterianas crescidos em agar TSA a 1% de NaCl e

suplementados com 0,5% de gelatina, 5% de leite p6 desnatado (caseina), 1% de
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gema de ovo, 1% de Tween 80, solu¢do de 20% de eritrocitos de carneiro, 0,1%
de amido, agar Dnase acrescido de 0,01% azul de toluidina, respectivamente. A
formacdo de um halo transparente ou opalescente indicava a positividade dos
testes.

3. Resultados e Discussao

Foram identificados fenotipicamente 10 espécies de Vibrio (Tabela 3),
destacando-se as estirpes de Vibrio cholerae (6) e V. parahaemolyticus (30) com
importancia clinica, bem como espécies associadas a zoonoses em animais
aquéticos como V. crassostreae (AUSTIN et al.,, 2005), V. alginolyticus, V.

metschnikovii (AUSTIN, 2010) e V. corallilyticus (POLLOCK et al., 2010).

Tabela 3. Espécies de Vibrio isoladas em amostras de agua e moluscos bivalves
no estuario do rio Subaé, Sdo Francisco do Conde, Bahia, Brasil, durante o
periodo de setembro/2010 a fevereiro/2012.

) . Percentual %
Amostras Origem Espécies o
(n"/total)
V. parahaemolyticus 24 (6/25)
V. pelagius 04 (1/25)
Ponto 1 ) i
V. alginolyticus 04 (1/25)
V. cholerae 12 (3/25)
Agua Ponto 2 V. parahaemolyticus 28 (7/25)
V. coralliilyticus 04 (1/25)
Ponto 3 V. parahaemolyticus 16 (4/25)
V. litoralis 04 (1/25)
V. alginolyticus 04 (1/25)
V. parahaemolyticus 60 (3/5)
Sururu
V. cholerae 40 (2/5)
V. parahaemolyticus 83 (5/6)
Ostras
V. cholerae 17 (1/6)
Moluscos i
] V. parahaemolyticus 56 (5/9)
bivalves )
V. ponticus 11 (1/9)
Sururu ) }
V. litoralis 11 (1/9)
processado L
V. metschnikovii 11 (1/9)
V. crassostreae 11 (1/9)

Ponto 1 (Vila Caeira), Ponto 2 (S&o Bento), Ponto 3 (llha de Cajaiba).
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As amostras de 4gua e sururu processado apresentaram a maior diversidade
de espécies (Tabela 3). Os vibrios sdo citados como uma ameaca tanto para o
cultivo de frutos do mar, como para a saude publica (COSTA et al., 2010), por se
encontrarem associados as vibrioses (RAISSY et al., 2012). A presenca de vibrios
no sururu processado sugere falhas higiénicossanitarias durante o seu
processamento, visto que estes passam por um processo de cocgao rapida para a
abertura das valvas. Outro fator que pode ter contribuido para a maior diversidade
microbiana desse alimento é a origem das amostras, muitas vezes, provenientes
de outros municipios da regiéo.

A presenca de V. parahaemolyticus em amostras de peixes de agua doce e
marinho comercializados no mercado de Calcuta, india foi atribuida a
contaminacgao cruzada nas peixarias (NAIR et al., 2007).

Vibrio parahaemolyticus foi a espécie predominante nos trés pontos de agua.
No ponto P1 (Vila Caeira) area mais distante da Baia de Todos os Santos, além
de V. parahaemolyticus foi isolado V. cholerae (Tabela 3). Este fato é atribuido a
baixa salinidade devido a maior influencia do rio Subae.

No Brasil, no periodo de 2002 a 2003 foi isolado V. cholerae Ol em
amostras ambientais nos municipios de Alagoas e Pernambuco. Em 2004, a
coélera ressurgiu no pais, com a confirmacdo de 21 casos autoctones. Enquanto
em 2005, outros cinco casos autoctones foram registrados, todos procedentes do
estado de Pernambuco (SVS, 2008).

No ponto P2 (Sao Bento), area onde ocorre a extracdo de moluscos bivalves
foi isolado apenas V. parahaemolyticus. Nesse ponto ha uma flutuacdo da
salinidade, fator requerido para o desenvolvimento do micro-organismo, em
virtude da variacdo da maré. No ponto P3 (llha de Cajaiba), além de V.
parahaemolyticus foram identificadas as espécies de V. crassostrea, V.
alginolyticus, V. metschnikovii e V. coralliilyticus (Tabela 3). Nesse ponto, o0 nivel
de salinidade era ao redor de 30%o.

Vibrio parahaemolyticus foi predominante em 83% das ostras in natura, 64%
das amostras de agua, 60% do sururu in natura e 44% do sururu processado. As
ostras vivem aderidas as raizes da Rhizophora mangle se alimentando por
filtracdo. Em virtude das coletas ocorrerem quase sempre em maré baixa, as

ostras se encontravam com as valvas fechadas, diminuindo o processo de
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depuracdo. Concentracbes de V. parahaemolyticus em ostras podem ser até
100X maiores que na dgua (PARVEEN et al., 2008).

As falhas higienicossanitarias durante o processamento dos moluscos
bivalves, contaminacéo cruzada nos locais de comercializacdo do pescado, bem
como o abuso do bindmio tempo x temperatura contribuem para o aumento da
carga microbiana em alimentos processados. Segundo Cordeiro et al. (2007), o
trindmio coccdo, congelamento e armazenamento tem sido eficiente na
eliminacdo de V. parahaemolyticus em amostras de mexilh&o.

No Brasil, ndo existem limites para a presenca de V. parahaemolyticus em
pescado, 0 que coloca os moluscos bivalves em um grupo de risco, visto que
culturalmente é grande o consumo de ostras in natura, principalmente na regiao
nordeste. A falta de dados epidemiologicos no pais faz com que ndo se tenha
dados reais do numero de surtos envolvendo estes alimentos.

Nos Estados Unidos no periodo de maio a agosto de 2013, V.
parahaemolyticus foi responsavel por surtos alimentares em 13 estados, com
predominéancia para o sorotipo 0O4:K12 (CDC, 2013). No Ceara, Brasil, esta
bactéria foi responsavel por um surto de gastroenterite envolvendo 26 individuos
devido a ingestdo de caranguejo cru em um restaurante (SANTOS; VIEIRA,
2013).

3.1. Perfil de suscetibilidade antimicrobiana
Vibrio parahaemolyticus apresentou suscetibilidade a 45% dos
antimicrobianos. A tetraciclina, gentamicina, acido nalidixico, ciprofloxacina e
nitrofuratoina foram os mais eficientes no combate a este micro-organismo
(Tabela 4). A suscetibilidade a tetraciclina é satisfatoria por se tratar de uma das
drogas escolhida no tratamento de infec¢bes causadas por vibrios (HAN et al.,
2007).
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Tabela 4. Percentual de resisténcia das estirpes de Vibrio parahaemolyticus

isolados em amostras de agua e moluscos bivalves no estuario do rio Subaé, Sao

Francisco do Conde,

Bahia, Brasil, durante o periodo de setembro/2010 a

fevereiro/2012.
Vibrio parahaemolyticus (30)
Antimicrobianos Agua (17) Mb (8) Sp (5)
S I R S I R S I R
Aminoglicosideos
- Gentamicina 100 0O O0j|100 O O | 100 0 0
B-lactamico
- Ampicilina 0 24 76 12 88 20 80
- Cefalotina 12 23 65 37 63 80 20
- Ceftazidima 53 35 12| 75 25 | 60 20 20
- Imipenem 94 6 0 | 100 0 | 100 0 0
Fenicois
- Cloranfenicol 100 0 0|7 0 25| 80 0 20
Nitrofuranicos
- Nitrofurantoina 100 0O 0 (100 O O | 100 0 0
Quinolonas
- Ac. Nalidixico 100 100 100
- Ciprofloxacina 100 100 100
Sulfonamidas
- Sulfazotrin 100 0O 0| 8 0 12 100 0 0
Tetraciclinas
- Tetraciclina 100 0O O0j]100 O 0 | 100 0 0

Mb (Molusco bivalve, ostra e sururu in natura);

(Intermediario); R (Resistente).

Sp (Sururu processado); S (Sensivel); |

Os aminoglicosideos sdo usados no tratamento de infec¢des, em funcéo de
sua eficacia e o baixo custo (OLIVEIRA et al., 2006). Costa et al. (2008) relataram

cepas de Vibrio spp. isoladas em camarfes e agua de cultivo suscetiveis a

gentamicina e ao cloranfenicol, enquanto Raissy et al. (2012) avaliando o padréo

de resisténcia dos vibrios relataram 83,3% dos isolados com resisténcia a

gentamicina e 18,1% a tetraciclina, diferindo do presente trabalho.

Resisténcia antimicrobiana a pelo menos um dos antimicrobianos foi

observada em 83% dos isolados, sendo a maior resisténcia observada para a

classe dos B-lactamicos (Tabela 4). Os B-lactdmicos sédo os farmacos de escolha
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no tratamento de varias bactérias Gram-negativas. O aumento na resisténcia a
essa classe ocorre devido a producao de enzimas B-lactamases, encontradas em
cromossomos e elementos moéveis como plasmideos, transposons e integrons,
gue facilitam a sua transferéncia (PONTES et al., 2009).

Vibrio parahaemolyticus apresentou elevado percentual de resisténcia a
ampicilina (88%) e cefolatina (65%) (Tabela 4). Apesar do grupo das penicilinas
ser uma das escolhas para o tratamento de DVAs (BERQUO et al., 2004), a
ampicilina em cepas de V. parahaemolyticus vem demonstrando baixa eficiéncia
no tratamento de infec¢des (HAN et al., 2007).

Os isolados apresentaram baixa resisténcia ao imipinem (carbapenema)
(Tabela 4). Este farmaco é de uso restrito ao ambiente hospitalar, utilizado no
tratamento de infeccbes causadas por Enterobactérias produtoras de -
lactamases. No entanto, o aparecimento de enzimas capazes de inativar as
carbapenemas tem elevado a resisténcia microbiana, limitando as opc¢bes de
tratamento (IKEDA et al., 2012).

O uso extensivo e abusivo de antimicrobianos na medicina humana e na
producdo animal, fez com que as autoridades brasileiras no intuito de tentar
minimizar a problematica da resisténcia antimicrobiana, limitassem o seu uso
apenas com a prescricado médica. Mesmo assim, falhas no tratamento de residuos
sélidos municipais e 0 uso na profilaxia animal, tem contribuido para o lancamento
de residuos antimicrobianos nos corpos hidricos.

Perfil de multiresisténcia foi observado em 75% dos isolados de moluscos in
natura (MAR 0,18 a 0,36), 59% da agua (MAR 0,18) e 20% no sururu processado
(MAR 0,27) (Tabela 5).

A falta de saneamento basico na regido faz com que o rio Subaé receba um
aporte continuo de efluentes domésticos que afetam a microbiota autoctone do
ambiente. Segundo Baquero et al. (2008) o estudo da resisténcia aos agentes
antimicrobianos em micro-organismos aquaticos indigenas € importante, uma vez
gue indica o grau de extensdo da alteracdo dos ecossistemas pela acdo do
homem, principalmente quando os antimicrobianos sao liberados nos esgotos

pela urina, fezes e eventualmente cadaveres.
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Tabela 5. Multirresisténcia microbiana e resisténcia plasmidial das cepas de
Vibrio parahaemolyticus isoladas em amostras de agua e moluscos bivalves no
estuario do rio Subaé, Sdo Francisco do Conde, Bahia, Brasil durante o periodo
de setembro/2010 a fevereiro/2012.

Origem N° Antimicrobianos MAR Resisténcia plasmidial
1 |CAz - CAZ
1 |CAz - -
. 9 |AMP, CFL 0,18 -
Agua
4 |AMP - -
1 |CFL - -
1 |CFL,CLO 0,18 CFL, CLO
4 | AMP, CFL 0,18 -
Bivalves 2 |AMP - -
in natura 1 |AMP, CFL 0,18 CFL
1 |AMP, CFL, CLO, SUT| 0,36 CLO, SuUT
1 |AMP, CFL, CAZ 0,27 CAZ
Sururu
3 |AMP - -
processado
1 |CLO - -

AMP (Ampicilina); CFL (Cefalotina); CAZ (Ceftazidima); SUF (Sulfazotrin), CLO (Cloranfenicol);

indice MAR (indice de Mdltipla Resisténcia Antimicrobiana); N° (nimero de cepas).

Noorlis et al. (2011) relataram indice MAR de 0,93 em cepas de V.
parahaemolyticus isolados em amostras de peixes na Malasia. Damarola et al.
(2009) também relataram elevados valores de indice MAR (0,63) em cepas de V.
parahaemolyticus provenientes em amostras ambientais na Inglaterra.

A resisténcia dos micro-organismos aos antimicrobianos pode ser atribuida a
caracteristicas inerentes as células, sendo geralmente determinada por genes
cromossomicos. No entanto, algumas estirpes podem sofrer mutacdes, receber
plasmideos ou transposons e ao adquirirem a resisténcia repassa-la as futuras
linhagens (COSTA et al., 2008).

Resisténcia mediada por plasmideos foi observada em 25%, 20% e 12%,
das cepas de V. parahaemolyticus isoladas dos bivalves in natura, sururu
processado e 4&gua, respectivamente, principalmente para a cefalotina,
cloranfenicol e ceftazidima (Tabela 5).

Os plasmideos presentes nas estirpes apresentaram peso molecular

variando de 3,0 a 5,0 kb, tendo em algumas cepas a presenca de até dois
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plasmideos (1,5 e 3,0 kb). Lajnef et al. (2011) também observaram a presenca de
um ou mais plasmideos variando de 0,5 a 45 kb em cepas de Vibrio alginolyticus.

Manjusha e Sarita (2013) analisando frutos do mar em Kerala, india,
relataram que a frequéncia de plasmideos em moluscos foi de 40% e em
crustaceos de 20%, com o peso molecular variando de 5,98 kb a 19,36 kb. De
acordo com os autores, a maioria das estirpes ndo apresentaram plasmideos e a
elevada resisténcia observada era mediada por cromossomos.

Vibrio parahaemolyticus apresentou uma CIM variando de 20 a >400 ug
(Figura 1). Para a ampicilina os isolados apresentaram uma CIM maxima de >400
Mg (47%), ou seja, 40x a concentracdo do antimicrobiano presente no disco teste,
enquanto para a cefalotina a CIM (<100 ug) foi 3x a concentragéo do disco. Para

0 imipinem os isolados apresentaram a menor CIM (20 ug) (Figura 1).

14 A

12 A

10 A

n2 cepas

2_
L 1 I I 1 | I
Mb|5p

A | Mb | sp A| AN’Ib|SpA

<100 110-200 210-300 310-400

Amostra/ Concentracdo [ug]
HAMP CFL mCLO mIMP

Figura 1. Concentracdo inibitéria minima (CIM) de Vibrio parahaemolyticus
isolados de agua (A), moluscos bivalves in natura (Mb) e sururu processado (Sp)
no estuario do rio Subaé, Sado Francisco do Conde, Bahia, Brasil, durante o

periodo de setembro/2010 a fevereiro/2012.

Zanetti et al. (2001) relataram que 88,9% dos isolados em ambientes
marinhos foram resistentes a ampicilina (CIM > 64 mg) devido a producédo de -

lactamases.
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3.2. Presenca de metalo-B-lactamases (MBLs)

A presenca de MBLs foi observada nas cepas resistentes ao imipinem
(carbapenema), ampicilina (penicilina), cefalotina e ceftazidima (cefalosporina).
Enzimas MpBLs foram produzidas em 100% dos isolados de V. parahaemolyticus
(imipenem e ceftazidima) frente aos dois agentes quelantes usados (Tabela 6).

Este fato é preocupante por se tratar de antimicrobianos de 42 geracao
(imipinem) e 32 geragao (ceftadizima) de amplo espectro de acdo e uso
controlado. De acordo com Picoli et al. (2008) os carbapenemas tém sido uma
classe de uso reservado para o tratamento de infecgbes severas causadas por

organismos resistentes as penicilinas e cefalosporinas de Ultima geracao.

Tabela 6. Percentual da presenca de metalo-B-lactamases (MBLs) em Vibrio
parahaemolyticus isolados em agua e moluscos bivalves no estuario do rio
Subaé, S&o Francisco do Conde, Bahia, Brasil, durante o periodo de
setembro/2010 a fevereiro/2012.

Imipenem/ceftazidima Ampicilina/cefalotina

Amostra ne (%) n° (%)

MPA/EDTA MPA EDTA MPA/EDTA MPA EDTA

Agua 01 (100) - - 12 (71) - 05 (29)
Molusco bivalve in
01 (100) - - 04 (50) - 04 (50)
natura
Sururu
- - - 02 (40) - 03 (60)
processado

Quando testados os agentes gquelantes frente aos antimicrobianos ampicilina
e cefalotina, a producdo de MBLs foi menor, ao redor de 60%. A eficiéncia dos
agentes quelantes combinados foi melhor para o imipenem (EDTA/MPA) do que
para a ampicilina (Tabela 6). O uso de apenas um agente quelante (EDTA)
apresentou melhor eficiéncia. Figueredo et al. (2009) estudando estirpes de P.
aeruginosa e A. baumannii também relataram que a utilizacdo dos agentes
guelantes EDTA/MPA foi o método mais eficiente para a deteccdo de MBLs.

Nos ultimos anos genes de MPBLs tém sido difundido a partir de
Pseudomonas aeruginosa para as Enterobacteriacea, agravando o0 cenario

clinico, visto que as MBLs hidrolisam praticamente todas as classes de B-

65



lactamicos (WALSH et al., 2002), ndo havendo dados quanto a presenca de M3Ls
em Vibrio.

Segundo Figueiredo et al. (2009) a ampla distribuicdo de P. aeruginosa e A.
baumannii na natureza, permite que estes micro-organismos possam realizar
transferéncia horizontal de genes de resisténcia antimicrobiana para os vibrios,
devido a rapida difusdo dos genes inter e intra-espécies (PICOLI, 2008).

De acordo com o Antimicrobial Surveillance Program (SENTRY) tem-se
observado um aumento mundial da ocorréncia de MBLs, principalmente na Asia,
Europa e América Latina (PICOLI, 2008). Na Coréia, aproximadamente 10 a 50%
da resisténcia ao imipenem em P. aeruginosa e Acinetobacter spp. se deve a
produgdo de MBLs, podendo se espalhar rapidamente para varias espécies de
bacilos Gram-negativos (YONG et al, 2002).

A primeira verona imipenemase (VIM-2) diagnosticada na América do Sul
ocorreu em 2002 em pacientes de hospitais do Chile e Venezuela. Em 2004, um
surto generalizado de P. aeruginosa multiresistente contendo VIM-8 foi descrito
em um hospital em Cali, Colombia, associada a contaminagdo ambiental
(VILLEGAS et al., 2006). No Brasil, o primeiro relato da ocorréncia de amostras
em P. aeruginosa produtoras de MBLs também ocorreu em 2002, no Hospital
Universitario Clementino Fraga Filho, da Universidade Federal do Rio de Janeiro
(HUCFF/UFRJ) (FIGUEREDO et al., 2009).

3.3. Fatores de viruléncia fenotipicos

A patogénese das infec¢des por vibrios € complexa e relacionada a uma
variedade de fatores de viruléncia (MASINI et al., 2007), dentre eles a atividade
enzimatica e hemolitica.

O padrdo de recorréncia de exoenzimas e atividade hemolitica para as
cepas de V. parahaemolyticus foram a amilase > DNase > fosfolipase >
hemolisina > gelatinase > lipase > caseinase > urease. Todas as cepas
apresentaram positividade a pelo menos um fator fenotipico de viruléncia testado,
tendo alguns isolados apresentado positividade a até cinco testes. Estes
resultados séo corroborados por Costa et al. (2013) que detectaram varios perfis
enzimaticos para estirpes de vibrios (DNase > amilase > gelatinase > lipase >

fosfolipase > caseinase).
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Do total de V. parahaemolyticus nos diferentes substratos, o maior
percentual de positividade foi para amilase (97%), seguido pela DNase (83%),
fosfolipase (70%), atividade B-hemolitica (57%), gelatinase (43%), lipase (13%) e
caseinase (7%). Nao foi observado atividade da enzima urease (Tabela 7).

Tabela 7. Perfil de viruléncia fenotipico em cepas de Vibrio parahaemolyticus em
amostras de agua, moluscos bivalves in natura e processado no estuario do rio
Subaé, S&o Francisco do Conde, Bahia, Brasil, durante o periodo de
setembro/2010 a fevereiro/2012.

Exoenzima Vibrio parahaemolyticus % Percentual
A (17) Mb (8) Sp (5) Total
Lipase 12 25 0 13
Fosfolipase 82 37 80 70
Gelatinase 41 62 20 43
Caseinase 0 0 20 7
DNAse 13 100 80 83
Amilase 100 100 80 97
Urease 0 0 0 0
B-Hemolise 53 50 80 57

A (Agua): Mb (Molusco bivalve); Sp (Sururu processado).

As exoenzimas estdo relacionadas a casos de bacteremia em seres
humanos, capacidade de hidrolisar o colageno (gelatinase), toxicidade bacteriana
(caseinase), degradacédo de lipidios de membrana (lipase), capacidade de atuar
como hemolisina (fosfolipases) (COSTA et al.,, 2013), bem como atuarem
catalisando a hidrdlise de ligactes fosfodiéster na estrutura do DNA (MARQUES
et al., 2013). A presenca destas exoenzimas em micro-organismos isolados de
agua e alimentos é um risco as comunidades que utilizam o estuéario para o lazer
ou extracdo de alimento, visto que aumentam a capacidade de infeccdo do micro-
organismo.

Masini et al. (2007) avaliando cepas de vibrios em amostras de agua em um
balneério na Italia, observaram um percentual elevado de positividade para a
gelatinase (86%), lipase (54%), protease (14%), urease (7%) e atividade
hemolitica (3%). Costa et al. (2013) determinando o perfil de viruléncias em cepas
de V. parahaemolyticus isolados em ostras frescas e congeladas detectaram

100% de atividade para a DNase positivas e amilase (97,5%).
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Para Cabrera-Rodriguez et al. (2008) a producdo de proteases, lipases,
citotoxinas, entre outros, sdo comuns ao género Vibrio, estando envolvidas em
quadros de edema hemorragico e comprometimento do sistema de defesa do
organismo, favorecendo o desenvolvimento de processos infecciosos.

O fendmeno de kanagawa (-hemolise) foi relatado em 57% das cepas de V.
parahaemolyticus, mostrando que os isolados sé&o capazes de induzir a reacéao de
hemdlise dos eritrécitos humanos. A veiculagédo de cepas de V. parahaemolyticus
kanagawa-positiva em ostras é um problema de salude publica, principalmente
guando ingeridas cruas ou mal cozidas. Segundo Pereira et al. (2004) estirpes de
V. parahaemolyticus Kanagawa-negativo também tém sido responsaveis por
infeccdo gastroentérica em humanos.

O consumo de frutos do mar crus ou parcialmente aquecidos, quando
contaminados com V. parahaemolyticus pode levar a gastroenterite aguda. Em
muitos paises da Asia e Japdo esta bactéria é reconhecida como a principal
causa de DVAs, em virtude do elevado consumo de pescado (YANG et al., 2008).
Na China o teste de B-hemolisina € amplamente utilizado de forma rotineira para
a deteccdo de cepas patogénicas de V. parahaemolyticus (HONGPING et al.,
2011).

Segundo Vongxay et al. (2008) em amostras ambientais a presenca de
cepas Kanagawa-positivo tem sido verificado em apenas 1 a 3% dos isolados,
enquanto em estirpes de origem clinica, o percentual de deteccéo € de 90%.

A capacidade de hidrolise da ureia ndo foi observada nos isolados de V.
parahaemolyticus, bem como a presenca do gene trh. Segundo Nair et al. (2007),
a hidrolise da uréia esta diretamente associado a presenca do gene trh. Estes
dados sao corroborados com os achados de Lozano-Ledn (2003), que ao
analisarem V. parahaemolyticus isolados a partir de surtos associados ao
consumo de ostras na Espanha, também verificaram a auséncia de urease e
genes trh.

Os genes tdh e trh associados a viruléncia em V. parahaemolyticus néo
foram detectados. De acordo com a literatura a maioria dos isolados ambientais
nao sao toxigénicas (WALSH et al., 2002).

Vongxay et al. (2008) caracterizando a patogenicidade de V.
parahaemolyticus em amostras clinicas e ambientais relataram que em 191

isolados provenientes de frutos do mar, apenas 02% dos isolados apresentavam
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o gene tdh e 04% o gene trh. Segundo o0s autores apenas duas cepas
apresentaram ambos os genes.

Chang et al. (2011) analisando amostras de agua, ostras e sedimento no sul
de Taiwan relataram que 86% dos isolados apresentavam o gene tdh e 34% o
gene trh.

N&o foi encontrada uma relacdo entre a presenca do gene tdh e a
positividade para o fendbmeno de kanagawa (Tabela 7) nos isolados de V.
parahaemolyticus, visto que isolados bacterianos que ndo possuem o gene tdh
podem expressar essa caracteristica em virtude de outros fatores de viruléncia.

Hongping et al. (2011) em seu estudo com isolados de origem ambiental e
clinicas relataram que o gene tdh se mostrou mais especifico que o teste de
Kanagawa na identificacdo de cepas patogénicas, além de néo ter sido observado
uma correlacao entre o gene tdh e a positividade do teste de Kanagawa.

Estudos tém mostrado que independentemente da producdo da hemolisina
termoestavel direta (tdh), a bactéria altera a barreira epitelial do hospedeiro por
induzir rearranjos do citoesqueleto, resposta pré-inflamatéria e/ou morte celular,
devido ao envolvimento de outros fatores de viruléncia (NAIR et al., 2007).

Os mecanismos de patogenicidade em V. parahaemolyticus tém sido
amplamente investigados (SANTOS et al., 2013), visto que um monitoramento de
cepas patogénicas em frutos do mar € importante para fins econdmicos e da
saude humana (CARIANI et al., 2012).

4. Conclusao

A elevada resisténcia microbiana e a producdo de MBLs em V.
parahaemolyticus no estuario de Sao Francisco do Conde, Bahia, demonstra que
0 ambiente vem sofrendo com o lancamento de antimicrobianos ou micro-
organismos resistentes, afetando a microbiota residente. Apesar da auséncia de
genes de viruléncia tdh e trh a elevada producéo de exoenzimas pode promover a
invasdo e lesdo dos tecidos do hospedeiro, ndo descartando o potencial
toxigénico. Assim, o consumo de moluscos bivalves na regido pode ser veiculo de

surtos alimentares, principalmente quando ingeridos crus.
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CAPITULO 3

PERFIL DA RESISTENCIA ANTIMICROBIANA E
PATOGENICIDADE DE Vibrio cholerae EM AMOSTRAS
AMBIENTAIS

Este artigo sera submetido a revista Food Microbiology.
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PERFIL DA RESISTENCIA ANTIMICROBIANA E PATOGENICIDADE DE Vibrio
cholerae EM AMOSTRAS AMBIENTAIS

Irana Paim Silval, Norma Suely Evangelista-Barreto?, Oscarina Viana de Sousa®,
Carla Silva da Silveira®, Camila de Sousa Carneiro*

L4>Mestranda em Microbiologia Agricola - Universidade Federal do Reconcavo da
Bahia - UFRB/Embrapa Mandioca e Fruticultura.
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Resumo: Este estudo objetivou caracterizar a resisténcia antimicrobiana e o perfil
de patogenicidade de Vibrio cholerae isolado em amostras de dgua e moluscos
bivalves. Para isso, foram utilizadas seis cepas de V. cholerae que se
encontravam depositadas na colecéao de culturas do Laboratdrio de Microbiologia
de alimentos e ambiental no NEPA/UFRB. Inicialmente, as cepas foram
submetidas a identificacdo fenotipica e molecular usando os primers (OmpW).
Para os testes de suscetibilidade microbiana foram usados 11 farmacos de sete
classes, Concentracao Inibitéria Minima (CIM) e producdo de enzimas metalo-B-
lactamases (MBLs). Na caracterizacao de viruléncia foi usado o soro anti-Vibrio
cholerae O1 e os iniciadores ctxAB (toxina da colera), tcp (pelo corregulador da
toxina), rfbO1 (sorogrupo O1) e zot (toxina zonula occludens). As cepas de V.
cholerae (03 de agua e 03 de moluscos bivalves in natura) foram confirmadas na
bioquimica e apresentaram o gene OmpW. Vibrio cholerae apresentou elevada
sensibilidade aos antimicrobianos (92%). Resisténcia antimicrobiana foi verificada
em apenas 33% dos isolados (agua) ao imipenem (CIM 20 pg), com producéo de
MpBLs. Néo foi observado perfil de multiresisténcia. Apesar do anti-soro indicar a
presenca de Vibrio cholerae sorogrupo O1 em 50% das cepas (67% de agua e
33% de moluscos bivalves) nao foi detectado o gene rfbO1. Nao foi observada a
presenca de genes ctx, tcp e zot. As estirpes de Vibrio cholerae provenientes do
estuario de Sdo Francisco do Conde, Bahia apresentam elevada suscetibilidade

antimicrobiana, ndo expressando toxigenicidade.

Palavras chave: Ostras, sururu, saude publica, viruléncia.
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PROFILE OF ANTIMICROBIAL RESISTANCE AND PATHOGENICITY OF Vibrio
cholerae IN ENVIRONMENTAL SAMPLES

Abstract: This study aimed to outline the antimicrobial resistance and
pathogenicity profile of Vibrio cholerae isolated in samples of water and bivalve
molluscs. In order to reach out this objective, six V. cholerae strains, which were
all deposited in the culture collection of the Laboratory of Microbiology of Food and
Environmental in NEPA / UFRB, were used. Initially, the strains were subjected to
phenotypic and molecular identification using primers (OmpW). For microbial
susceptibility testing 11 pharmacos of seven classes, Minimum Inhibitory
Concentration (MIC) and production of metallo -B- lactamases (MBLs) were used.
In the characterization of virulence serum anti- Vibrio cholerae O1 and ctxAB
primers (cholera toxin), tcp (by corregulador toxin), rfbO1 (serogroup O1) and zot
(zonula occludens toxin) were used. The strains of V. cholerae (03 samples of
water and 03 samples of fresh bivalve molluscs) were confirmed in biochemical
and presented the OmpW gene. Vibrio cholerae showed high sensitivity to
antimicrobial agents (92 %). Antimicrobial resistance was detected in only 33% of
the isolates (water) to imipenem (MIC 20 mg), with MBLs production. No multidrug
resistance profile was observed. Although the antiserum indicated the presence of
serogroup O1 Vibrio cholerae in 50% of the strains (67% of water and 33% of
bivalve molluscs) rfbO1 gene was not detected. Ctx genes, zot and tcp presence
were not observed. Strains of Vibrio cholerae from the estuary of S&o Francisco
do Conde, Bahia exhibit high antimicrobial susceptibility, not expressing

toxigenicity.

Keywords: Oysters, mussels, public health, virulence.

81



1. Introducéo

Vibrio cholerae ocorre naturalmente em agua doce e salobra em regides
tropicais, subtropicais e temperadas, sendo o agente causador da célera
(SANTOS & VIEIRA, 2013). A 4gua € um dos principais veiculos na transmisséo
da doenca, sendo capaz de causar surtos de proporgbes endémicas, epidémicas
e pandémicas (GOEL et al., 2010).

A classificacdo do V. cholerae é baseada em sorogrupos ou sorovares que
tem como base os seus antigenos somaticos (antigenos O) e até o momento
identificados 206. Os sorogrupos O1 e 0139 toxigénicos tém sidos diretamente
associados a colera epidémica (O1 e O139) e pandémica (O1) (RAYCHOUDHURI
et al., 2009). Vibrio cholerae O1 pode ser classificado em dois bidtipos, Classico e
El Tor. Fatores antigénicos permitem a diferenciacdo desses bidtipos em trés
sorotipos, Ogawa, Inaba e Hikojima, este ultimo raro (RISTORI et al., 2006).

A patogénese da colera é um processo complexo que envolve acdes
sinergéticas de varios genes, dentre eles: ompW (proteina de membrana externa),
ctx (toxina colérica), tcp (corregulador da toxina pilus), zot (toxina zonula
occludens) e rfbO1 (antigeno soméatico) (GOEL et al., 2007).

A maioria das cepas ambientais € classificada como nédo-O1 e ndo-O139.
Embora algumas estirpes de V. cholerae ndo-O1 e n&o-O139 tenham sido
capazes de causarem gastroenterites ou infeccdes extra-intestinais em humanos,
0 seu mecanismo de acédo ainda € pouco conhecido (ULLOA et al., 2011).

O uso extensivo e abusivo de antimicrobianos na medicina humana e
veterinaria, agricultura e aquicultura, bem como o descarte inadequado de
antimicrobianos tém causado o aumento de bactérias resistentes (CRESTANA &
SILVA, 2011; MANJUSHA & SARITA, 2013). A resisténcia microbiana envolve
cada vez mais espécies bacterianas e novos mecanismos de resisténcia (DIAZ et
al., 2006), além de interferir no tratamento efetivo das infec¢des por estes agentes
(BACCARO et al., 2002).

O estudo da resisténcia antimicrobiana em micro-organismos indigenas da
agua é importante, uma vez que pode indicar o grau de alteracdo dos
ecossistemas pela acdo humana, além de servirem de reservatérios para genes
de resisténcia (VASCONCELOS et al., 2010).
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Os B-lactamicos estdo entre os antimicrobianos mais utilizados na medicina
humana. A producéo de B-lactamases € o principal mecanismo de resisténcia das
bactérias Gram-negativas a esses agentes (MACEDO et al., 2005). As metalo-3-
lactamases (MBLs) sdo enzimas que apresentam um largo espectro de atividade,
sendo codificadas por genes plasmidiais e ocorrendo em bactérias especificas
como Pseudomonas aeruginosas e Acinetobacter ssp. (PICOLI, 2008).

O municipio de Sao Francisco do Conde responde por 40% do
abastecimento de 4gua da regido metropolitana de Salvador e considerado uma
area de protecdo ambiental (SANTOS, 2011). Entretanto, a degradacdo do
ambiente na regido contribui para a polui¢cdo das aguas, solo e ar (FONTOURA et
al., 2009). A presenca de comunidades ribeirinhas no estuario vivendo em
condicdes precarias, bem como a extensa atividade de mariscagem na regiao faz-
se necessario um monitoramento da qualidade microbiologica do ambiente.
Baseado nisso, este trabalho teve como objetivo caracterizar os isolados de Vibrio
cholerae, quanto a resisténcia antimicrobiana frente aos farmacos comerciais e 0

seu perfil de viruléncia.

2. Materiais e Métodos

2.1. Isolamento e identificacao

Foram utilizadas seis cepas de V. cholerae isoladas em amostras de agua e
moluscos bivalves in natura (ostras e sururu) provenientes do estuario em Sao
Francisco do Conde, Bahia. Os isolados pertencem a colecdo de culturas
microbianas do Laboratorio de Microbiologia de Alimentos e Ambiental no Nucleo
de Estudos em Pesca e Aquicultura — NEPA, na Universidade Federal do
Recboncavo da Bahia. As estirpes se encontravam armazenadas em agar estoque
e mantidas a 15°C.

Inicialmente, os isolados passaram por um processo de re-isolamento e
identificacdo bioquimica. Estes foram previamente crescidos em caldo infuséo
cérebro e coracao (BHI) contendo 1% de NaCl (pH 8,5) a 37°C por 24 horas e
posteriormente inoculadas em placas de petri contendo agar tiossulfato citrato bile
e sacarose (TCBS). Para a identificacdo bioquimica foi utilizada a chave de

identificacdo de Noguerola e Blanch (2008) e identificacdo molecular por meio dos
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primers ompW com os iniciadores F: 5 — CAC CAA GAA GGT GAC TTT ATT
GTG-3 e R:5 - GGT TTG TCG AAT TAG CTT CAC C - 3’ (GOEL et al., 2007).

2.2. Analise soroldgica
As cepas de Vibrio cholerae foram submetidas a caracterizacado antigénica
para identificagdo do sorotipo, utilizando o soro polivalente anti-V. cholerae O1
(Probac®). De acordo com o fabricante a aglutinagéo deve ocorrer dentro de dois
minutos para todas as variedades de V. cholerae O1 (Inaba, Ogawa, Hikojima).

Essa prova foi realizada em placa de vidro e observada a aglutinacéo das cepas.

2.3. Perfil de viruléncia
Para a deteccéo dos genes de viruléncia o DNA total extraido foi amplificado
pela técnica Multiplex-PCR. Os iniciadores especificos usados para V. cholerae

séo apresentados na Tabela 1.

Tabela 1. Iniciadores utilizados na analise molecular para a deteccdo da

patogenicidade em Vibro cholerae.

Genes Sequéncia dos iniciadores (5’- 3’) Amplicons (pb) Fonte

xAB F:5 -GCC GGG TTG TGG GAATGC TCC AAG -3 536
CtX
R:5 — GCC ATACTAATT GCG GCAATCGCATG -3

¢ F:5 - CGT TGG CGG TCAGTC TTG- 3 805
Cc
P R:5 -CGGGCTTTCTTCTTIGTTCG -3 Goel et al.

o1 F:5 —TCT ATG TGC TGC GAT TGG TG - & 638 (2007)
r
R:5 — CCC CGA AAA CCT AAT GTG AG - 3';

‘ F:5-TCG CTT AACGATGGCGCG TTTT -3’ 947
Z0
R:5-AACCCCGTTTCACTTCTACCCA-3

CtxAB (toxina colérica); tcp (Co-regulador da toxina pilus); rfbO1 (Gene de identificagdo do
sorogrupo O1); zot (Toxina zonula ocludens); pb (Par de base).

2.4. Extracao de DNA total
A extracdo do DNA gendmico foi realizada utilizando o protocolo de extracao
de Sambrook et al. (1989) com modificagbes. Inicialmente, as cepas foram
cultivadas em Caldo Triptona Soja (TSB) a 1% de NaCl e pH 8,5 por 24 h.
Posteriormente 2 mL da cultura foram transferidos para tubos de eppendorf e

congeladas. Apés 30 minutos de congelamento o material foi descongelado e
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centrifugado (5.000 rpm/10min.), descartado o sobrenadante e adicionado 1 mL
de 4gua destilada estéril e novamente centrifugado.

O pellet foi ressuspenso em 500 puL de tampéo de extragdo adicionado de
lisozima (0,15 M NaCl, 50 Mm Tris-HCL, 10 nmM EDTA, 2% SDS, pH 8,0) e
incubado por 1 h a 65°C em banho-maria. Em seguida, foi adicionado 0,5 mL de
cloroférmio-alcool isoamilico na propor¢cédo 24:1 e 0,5 mL de acetato de potassio
0,5 M e centrifugado (10.000 rpm/15min.). O sobrenadante foi coletado e
transferido para um novo tubo de eppendorf onde o DNA foi precipitado com 1
volume de alcool isopropilico gelado e centrifugado (10.000 rpm/15min.). O pellet
foi lavado duas vezes com etanol 80% gelado, centrifugado e seco over nigth. O
DNA foi resuspenso em 0,1 mL de TE (10 Mm Tris-HCL; 1 Mm e EDTA) e
estocado a -20°C.

2.5. Amplificagdo por Reag&o em Cadeia de Polimerase (PCR)

Para a confirmacdo da espécie de V. cholerae e deteccdo de fatores
genotipicos de viruléncia, o DNA total extraido foi amplificado pela técnica PCR e
Multiplex-PCR usando os iniciadores especificos conforme Tabela 1. A
especificidade da PCR multiplex foi determinada usando uma cepa padréo de V.
cholerae (ATCC 19782) cedida pelo Instituto de Ciéncias do Mar — Labomar,
Universidade Federal do Ceara. O ensaio do PCR foi realizado pela adicdo do
DNA alvo a uma mistura reacional de 25 pL (Tabela 2) (GOEL et al., 2007).

Tabela 2. Composicao e concentracdes empregadas nas reacdes de investigacao

molecular para as estirpes de Vibrio cholerae.

PCR PCR- Multiplex
Reagentes da Reacao
ompWwW Ctx A e B, RfbO1, tcp, zot

Tampéo 5uL 5uL

dNTP’s 0,5 L 0,5 L
Iniciador F 1,0 uL 1,0 yL*
Iniciador R 1,0 uL 1,0 yL*
MgCl, 1,0 uL 1,0 uL
Taq polimerase 0,2 uL 0,2 uL
H,O 6,15 pL 6,2 uL
DNA total 4 uL 4 uL

Volume da reagéo 25 uL 25 uL

Valor para cada primer utilizado.
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Os produtos da extragdo de DNA e do PCR foram submetidos ao método de
eletroforese em gel de agarose 1,5% com adicdo de Gel red para visualizagao
dos produtos amplificados em transluminador. As corridas ocorreram com
voltagem de 150V, amperagem de 400mA, e duracdo de aproximadamente 60
minutos. Os géis foram documentados em sistema de foto documentacédo digital
Kodak EDAS290.

2.6.Suscetibilidade antimicrobiana

A suscetibilidade aos antimicrobianos foi avaliada pela técnica de difusédo de
disco em placas, seguindo a metodologia proposta pelo Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLSI, 2010).

Para o antibiograma, as coldnias de V. cholerae foram repicadas em meio
Triptona Soja Agar (TSA) inclinado e incubadas a 37°C por 24 h. Em seguida,
uma alcada da cultura foi resuspensa em 9 mL de salina 0,85% até que a
densidade bacteriana lida em espectrofotdmetro no comprimento de onda de 625
nm se encontrasse no intervalo de 0,08 a 0,10 (10® UFC/mL) (CLSI, 2010). Apés o
ajuste, o inoculo foi espalhado no meio agar Mueller-Hinton e adicionado os
discos de antimicrobianos. As placas foram incubadas a 37°C por 24 h e
posteriormente seus halos de inibicdo medidos usando paquimetro digital. Os
antimicrobianos testados foram: acido nalidixico (30 pg), ampicilina (10 pg),
gentamicina (10 ug), cefalotina, ceftazidime (30 ug), ciprofloxacina, cloranfenicol
(30 pg), imipenem (10 pg), nitofurantoina (300 ug), sulfazotrin (25 pug), tetraciclina
(30 ug). Para controle foi utilizado uma cepa de referéncia Escherichia coli ATCC
25922 e Staphylococcus aureus ATCC 25923.

Para o calculo do indice de multipla resisténcia antimicrobiana (indice MAR)
foi usado a razdo do numero de antimicrobianos ao qual determinado isolado foi
resistente sobre o numero total de antimicrobianos testados, multiplicando-se o
valor final por 100 para obtencdo dos resultados em percentual (HIRSCH et al.,
2006). As estirpes que apresentaram resisténcia aos antimicrobianos determinou-
se a Concentracédo Inibitéria Minima (CIM), em intervalos de 10 em 10, iniciando

na concentracao imediatamente superior a do disco comercial (CLSI, 2003).
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2.7. Resisténcia mediada por plasmidios-R

A presenca ou auséncia de plasmidios-R foi testada para as cepas que
apresentaram perfil de multirresisténcia. Como agente de cura foi utilizado o
Alaranjado de Acridine (AA) na concentracao de 100 pg/mL. Apds crescimento em
caldo nutriente a 37°C por 24 h, aliquotas de 200 pL foram adicionadas aos tubos
contendo caldo Luria Bertani (LB) (controle) e caldo LB + AA e incubados a 37°C
por 24 h. Apés essa etapa, as culturas foram submetidas novamente ao
antibiograma (MOLINA-AJA et al., 2002).

As cepas que apresentaram perfil de resisténcia plasmidial foi realizada a
extragdo do DNA plasmidial usando Kit “Plasmid Mini Kit I” (Omega/Bio-Tek®). O
produto da extracéo foi submetido a eletroforese em gel de agarose a 0,8% com
gel red para visualizagdo em transiluminador com luz ultravioleta. Os géis foram
documentados em sistema de foto documentacdo digital L-pix (Locus

Biotecnologia).

2.8. Producao de metalo-B-lactamases (MBLs)

As culturas resistentes ao imipenem foram submetidas a avaliagcdo da
producéo da enzima MBLs por meio do método de disco-aproximacao de acordo
com os protocolos propostos por Figueiredo et al. (2009) com modificagdes.

Ap6s a padronizacdo do inoculo (10® UFC/mL) a suspensdo foi semeada
usando swab estéril em 17 mL de agar Mueller-Hinton. Em seguida, discos
contendo imipenem (10 ug), ceftazidima (30 pg) e discos impregnados com 3 ul
de uma solucéo de acido 2-mercaptopropionico (MPA) (1,2 g/ml) e 10 yl de uma
solucdo 0,5 M de é&cido etilenodiaminotetracetico (EDTA) (pH 8) foram
posicionados na placa. As distancias (centro a centro) entre os discos de
antimicrobianos e os discos que receberam os agentes quelantes foram de 1,5 cm
(disco contendo EDTA) e de 2 cm (disco contendo MPA). As placas foram
incubadas a 37°C por 18 horas. A observacdo de um halo ou do aumento do
tamanho do halo ao redor dos discos de imipenem e/ou ceftazidima localizados

préximos ao disco de MPA e/ou EDTA indicava a positividade do teste.

3. Resultados e Discusséo
Do total de cepas testadas todas apresentaram anelamento na regido do

gene ompW, sendo trés de amostras de agua e trés de moluscos bivalves (Figura
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1). Goel et al. (2007) analisando um total de 56 amostras de &agua potavel,
relataram o gene ompW em apenas 12 amostras. Segundo os autores 0 gene
ompW é especifico e altamente conservado entre as estirpes de V. cholerae
pertencentes a diferentes sorotipos e bidtipos.

Figura 1. Perfil eletroforético da reacdo em cadeia da polimerase (PCR) das
cepas de Vibrio cholerae com os primers OmpW (304 pb). M (Marcador) e B

(Branco).

A presenca de V. cholerae representa um risco a populacédo que reside as
margens do estuario, por utilizarem as aguas para atividades de lazer, bem como
a extracao de moluscos bivalves para a alimentacéo e comercializagao.

Globalmente, a célera € a doenca entérica de veiculacdo hidrica que mais
tende a aumentar devido as mudancas climaticas e precarias condi¢cdes
higiénicossanitarias da populacdo, servindo como um indicador social de
desenvolvimento. Epidemias regionais estdo associadas com periodos de chuvas
excessivas, temperaturas altas e aumento nas populacbes de plancton
(MARKMAN, 2009).

No periodo de 1995 a 2006 em Angola, Africa, foram registrados apenas
casos esporadicos de colera, porém entre 2006 a 2008 verificou-se uma nova
epidemia, sobretudo, nas regides costeiras com um total de 84.000 casos e cerca
de 3.150 mortos (MONTEIRO et al., 2013).

Nos Estados Unidos, Itdlia, Portugal e Australia peixes e mariscos foram

responsaveis tanto por epidemias como por casos isolados de colera
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(GONCALVES et al., 2004). Em 2008, um dos maiores surtos de cOlera ocorreu
no Zimbabwe, Africa, em que foram relatados nos primeiros cinco meses do surto,
mais de 73.000 casos e 3.500 mortes (ISMAIL et al., 2013).

No Brasil, no periodo de 2002 a 2003 V. cholerae O1 foi isolado em
amostras ambientais nos municipios de Alagoas e Pernambuco. Em 2004, a
célera ressurgiu no pais, com a confirmagcédo de 21 casos autéctones, enquanto
em 2005, outros cinco casos foram registrados, todos procedentes do estado de
Pernambuco (SVS, 2008). A falta de uma legislacéo que limite a presenca de V.
cholerae em pescado é um risco para a saude publica, principalmente, quando se
trata de moluscos bivalves, devido ao habito cultural da regido em consumir estes
organismos in natura. A falta de dados epidemioldgicos no pais faz com que nao

se tenha dados reais do niumero de surtos envolvendo estes alimentos.

3.1. Perfil de suscetibilidade antimicrobiana

As estirpes de V. cholerae apresentaram suscetibilidade a 91% dos
farmacos comumente wusados pela populacdo (Tabela 3). A elevada
suscetibilidade do micro-organismo sugere tratar-se de uma contaminacao
recente, originaria do carreamento de residuos sélidos provenientes de
comunidades que vivem as margens do rio Subaé ou seus afluentes, visto o
micro-organismo ser sensivel a elevada salinidade.

A suscetibilidade do V. cholerae ao grupo das penicilinas € satisfatoria por
se tratar de um dos farmacos usados no tratamento de DVAs (BERQUO et al.,
2004), bem como a tetraciclina € a escolha no tratamento de infec¢bes causadas
por vibrios (HAN et al., 2007).

Tabela 3. Percentual de resisténcia das estirpes de Vibrio cholerae em amostras

de agua e moluscos bivalves no estuario do rio Subaé, Sao Francisco do Conde,

Bahia, Brasil.
Vibrio cholerae (6)
Antimicrobianos Agua (3) Mb (3)
S I R S I R
Aminoglicosideos

- Gentamicina 100 0 0 100 0 0
B-lactamicos

- Ampicilina 100 0 0 100 0 0
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- Cefalotina 100 0 0 100

- Ceftazidima 100 0 0 100

- Imipenem 67 0 33 100 0 0
Fenicois

- Cloranfenicol 100 0 0 100 0 0
Nitrofuranicos

- Nitrofurantoina 100 0 0 100 0 0
Quinolonas

- Ac. nalidixico 100 0 0 100 0 0

- Ciprofloxacina 100 0 0 100 0 0
Sulfonamidas

- Sulfazotrin 100 0 0 100 0 0
Tetraciclinas

- Tetraciclina 100 0 0 100 0 0

A (Agua); Mb (Molusco bivalve); S (Sensivel); | (Intermediario); R (Resistente).

Os farmacos das classes das fluoroquinolonas (ciprofloxacina) e
aminoglicosideos (gentamicina) sdo usados no tratamento de infec¢des causadas
por V. cholerae O1 e 0139 (OLIVEIRA et al., 2006; OKUDA et al., 2007).

Estes resultados sdo corroborados com os achados de Costa et al. (2008)
ao relatarem cepas de Vibrio spp. isoladas em camardo e agua de cultivo
suscetiveis a gentamicina e ao cloranfenicol. Resultados contrarios foram citados
por Raissy et al. (2012) ao verificarem resisténcia a gentamicina de 83,3% e a
tetraciclina de 18,1%.

Resisténcia antimicrobiana foi verificada apenas para o imipinem (33%) com
uma CIM de 20 ug (isolado de agua). Este fato sugere que ao longo do percurso
do rio Subaé até a sua desembocadura, possa estar havendo o lancamento de
efluentes hospitalares nas aguas do rio, uma vez que este farmaco é de uso
restrito as unidades hospitalares.

O imipinem € um farmaco de amplo espectro, utilizado no tratamento de
infeccbes causadas por Enterobactériaceas produtoras de [B-lactamases. O
aparecimento de enzimas capazes de inativar as carbapenemas tem elevado a
resisténcia microbiana, limitando as opcdes de tratamento (IKEDA et al., 2012).

A presenca de V. cholerae resistente as carbapenemas é um risco para a
propagacdo da resisténcia microbiana em bactérias ambientais, uma vez que o

ambiente aquatico é eficiente para a selecdo de populacdes bacterianas
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resistentes, devido a troca de genes de resisténcia por meio de elementos
genéticos méveis (CARNEIRO et al., 2007)

Segundo Baquero et al. (2008) o estudo dessa resisténcia é relevante do
ponto de vista da saude publica, uma vez que indica o grau de extensdo da
alteracdo dos ecossistemas pela acdo do homem, principalmente quando os
antimicrobianos sao liberados em esgotos pela urina e fezes.

As autoridades brasileiras no intuito de minimizar a problematica da
resisténcia antimicrobiana no pais limitaram o uso de antimicrobianos apenas com
a prescricdo médica (BRASIL, 2011). No entanto, falhas no tratamento em
estacdes de esgoto, além do uso na profilaxia animal ainda tém contribuido para o
langamento de residuos nos corpos hidricos.

No teste de cura verificou-se que a resisténcia ao imipinem foi mediada por
plasmideo. Entretanto, quando realizado a extracdo do DNA plasmidial, nao foi
verificada a presenca deste. Andlises do perfil plasmidial sdo mais efetivas
guando os isolados possuem multiplos plasmidios, visto que no momento da
extragdo ou durante estocagem prolongada alguns plasmideos podem ser
perdidos (UENO & CARDOSO JORGE, 2001).

Manjusha & Sarita (2013) estudando cepas de Vibrio em frutos do mar em
Kerala, india, relataram que a resisténcia por plasmideos das cepas isoladas em
moluscos foi de 40% e em crustaceos de 20%. De acordo com 0s autores, um
grande numero das estirpes ndo apresentaram plasmideos, indicando resisténcia

cromossOmica.

3.2. Deteccéao de producao de metalo-B-lactamases (MBLs)

O isolado de V. cholerae que se mostrou resistente ao imipenem também
produziu MBLs. A disseminacéo de genes de MBLs esta associada a utilizacao de
cefalosporinas de espectro estendido ou as carbapenemas (WALSH et al., 2002).

De acordo com a literatura ndo ha relatos da presenca de MBLs em bactérias
do género Vibrio, sendo estes voltados a bactérias oportunistas em infeccdes
hospitalares. As MBLs sdo amplamente estudadas nas espécies bacterianas de
Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter spp, Aeromonas hydrophila, Serratia
marcescens, entre outras (WALSH et al., 2002).

Na cidade de Sao Paulo, Brasil, espécies de A. hydrophila e A. jandaei

isoladas em diferentes fontes de agua, incluindo efluentes de tratamento de
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esgoto, apresentaram atividade de MBLs de 87,8% e 10,9%, respectivamente
(BALSALOBRE et al., 2009).

O género Aeromonas é um dos poucos micro-organismos que possuem
diferentes genes cromossomicos ligados as [B-lactamase (BALSALOBRE et al.,
2009). A presenca destes micro-organismos em ambientes aquaticos permite que
informacdes genéticas sejam transferidas a outras espécies bacterianas, como 0s
vibrios, uma vez que estes possuem um genoma dinamico, conferindo
caracteristicas de resisténcia a importantes classes de farmacos (CARIANI et al.,
2012).

Ambos o0s agentes quelantes (EDTA/MPA) apresentaram eficiéncia na
inibicdo da enzima MpLs. Figueiredo et al. (2009) avaliando estirpes de P.
aeruginosa e A. baumannii relataram que a utilizacdo desses agentes tem sido o
método mais indicado na detectacéo da enzima.

Na Coréia, cerca de 10 a 50% da resisténcia ao imipenem em P. aeruginosa
e Acinetobacter spp. esta associada a presenca de MBLs (YONG et al., 2002),
Segundo estes autores, espécies de P. aeruginosa, P. putida e A. baumannii tém
apresentado enzimas MBLs do tipo verona imipenemase-2 e imipenemase-1.

No Brasil, o primeiro relato da ocorréncia de P. aeruginosa produtora de
MBLs ocorreu em 2002, no Hospital Universitario Clementino Fraga Filho, da
Universidade Federal do Rio de Janeiro (HUCFF/UFRJ) (FIGUEIREDO et al.,
2009).

3.3. Perfil de viruléncia

3.3.1 Analise soroldgica

O sorogrupo O1 foi confirmado em 50% das cepas de V. cholerae, sendo
67% proveniente das amostras de agua e 33% de moluscos bivalves. A presenca
de V. cholerae O1 é preocupante, por se tratar de isolados em um ambiente que
normalmente é utilizado para recreacdo e extracdo de moluscos bivalves, em
virtude desse micro-organismo ser o0 agente causador da colera epidémica e
capaz de causar surtos de grandes proporcées (ISLAM et al., 2004).

Os sorogrupos O1 e 0139 toxigénicos tém sido diretamente associados a

cblera epidémica ou pandémica. Os demais sorogrupos possuem as mesmas
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caracteristicas morfologicas e bioguimicas do O1 e 0139, aglutinando com seus
proprios anti-soros ndo-0O1 e ndo-0139 (RAYCHOUDHURI et al., 2009).

Goncalves et al. (2004) avaliando a associacdo de V. cholerae com o
zooplancton no Maranh&o, néao relataram a presenca de V. cholerae Ol1 e O139 a
partir do TCBS, sendo obtidos apenas isolados de V. cholerae ndo-O1. De acordo
com os autores, V. cholerae O1 foi melhor isolado pela imunofluorescéncia direta.

Apesar das demais estirpes serem de Vibrio cholerae ndo-O1 (50%), a sua
presenca ndo descarta a possibilidade de causarem gastroenterites, dado sua
viruléncia estar associada a varios mecanismos. Sousa et al. (2004) também
relataram preocupacdo com a presenca de V. cholerae ndo-O1 e n&o-0139 em
33,3% das amostras de ostras provenientes de criadouro natural em Fortaleza,
Brasil, uma vez que as ostras comercializadas na regido sdo consumidas in
natura pela populagéo.

Cabrera-Rodriguez et al. (2008) relataram V. cholerae ndo-Ol1 em casos
esporadicos de gastrenterite aguda em diferentes paises, mesmo as estirpes nédo
produzindo a toxina colérica. Segundo o0s autores 0 mecanismo de
patogenicidade foi devido a presenca de uma enterotoxina termoestavel.

Blokesch et al. (2007) também avaliando cepas de V. cholerae responsaveis
por surto de coélera na india, enfatizaram a hipotese de transferéncia genética
horizontal do sorogrupo O1 bidtipo EI Tor a 0139 Bengal, resultando na

substituicdo do gene por pressdo ambiental.

3.3.2. Andlise genética de viruléncia
N&ao foi detectada a presenca dos genes ctxAB, tcp, rfbO1 e zot nos isolados
de V. cholerae (Figura 2). Estes resultados sdo corroborados por Wong et al.
(2012) ao relatarem V. cholerae isolados em amostras ambientais e néo
toxigénicos. No entanto, a producdo de citotoxinas e enterotoxinas em isolados
ambientais tem sido responsavel pelo potencial de patogenicidade do micro-
organismo (GONCALVES et al, 2004).
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Figura 2. Perfil eletroforético do PCR de Vibrio cholerae para viruléncia: ctxAB
(536 pb), tcp (805 pb), rfbO1 (638 pb) e zot (947 pb). M (Marcador); B (Branco) e
Padrdes de Vibrio cholerae (P1, P2 e P3).

A auséncia dos genes ctxA e zot € semelhante ao estudo realizado com
cepas ambientais de V. cholerae Ol e ndo-O1 isoladas durante a epidemia de
colera em Sao Paulo, Brasil (GONCALVES et al.,, 2004). O gene da toxina
colérica (ctx) é essencial para causar a doenca, sendo encontrada apenas em
cepas de V. cholerae O1 e 0139 (GOEL et al., 2007).

Aproximadamente 20% dos individuos infectados com V. cholerae toxigénico
desenvolve uma diarreia aquosa aguda, sendo que em 10 a 20% dos casos, esta
evolui para uma diarréia grave com a presenca de vomito. Sem tratamento
imediato e adequado, a infeccdo promove uma desidratacdo intensa levando o
individuo a morte (SANTOS & VIERA, 2013).

4. Concluséo
As estirpes de Vibrio cholerae provenientes do estuario de Sao Francisco do

Conde, Bahia, apresentaram elevada suscetibilidade antimicrobiana, nao

expressando toxigenicidade.
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CONSIDERACOES FINAIS

e Com os dados gerados por esta pesquisa esperam contribuicdes acerca de
micro-organismos indigenas em ambientes aquéticos causadores de doencas
veiculadas por alimentos (DVAS), servindo de alerta para a populagdo quanto ao

risco do consumo de moluscos bivalves in natura ou insuficientemente cozidos.

e O processo de degradacdo dos estuarios devido principalmente ao impacto
antropogénico veiculado pelas industrias e descarte de efluentes residenciais,

afeta a microbiota residente.

e Espera-se sensibilizar as autoridades responsaveis do municipio da
importancia da implantacdo de sistemas de saneamento basico, uma vez que o
descarte continuo de residuos de antimicrobianos nos corpos hidricos
compromete a microbiota do ambiente, podendo afetar a saude das comunidades
gue habitam as margens do estuario, principalmente criancas e

imunocomprometidos.

e Além disso, espera-se que as autoridades brasileiras, responsaveis pela
legislacdo de alimentos, possam estabelecer parametros aceitaveis destes micro-
organismos nos alimentos ou aguas recreativas, visto que sao responsaveis por
DVAs.
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are needed for further processing after acceptance. All correspondence, including
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notification of the Editor's decision and requests for revision, takes place by e-mail
removing the need for a paper trail. Authors must provide and use an email
address unique to themselves and not shared with another author registered in
EES, or a department.

Additional information

Nomenclature and Descriptions of Organisms the correct name of the
organism must be used, conforming with international rules of nomenclature:
synonyms may be added in brackets when the name is first mentioned. Names of
bacteria must conform with the current Bacteriological Code of Botanical
Nomenclature. The species name should be underlined in the typescript and
written in full at first mention, but subsequently the name of the genus may be
abbreviated, single letter abbreviations being used where they are not ambiguous.
To facilitate further studies the journal supports the view that important strains
should be deposited in a recognized culture collection.

PREPARATION

Use of wordprocessing software

It is important that the file be saved in the native format of the wordprocessor
used. The text should be in single-column format. Keep the layout of the text as
simple as possible. Most formatting codes will be removed and replaced on
processing the article. In particular, do not use the wordprocessor's options to
justify text or to hyphenate words. However, do use bold face, italics, subscripts,
superscripts etc. When preparing tables, if you are using a table grid, use only one
grid for each individual table and not a grid for each row. If no grid is used, use
tabs, not spaces, to align columns. The electronic text should be prepared in a
way very similar to that of conventional manuscripts (see also the Guide to
Publishing with Elsevier: http://www.elsevier.com/guidepublication). Note that
source files of figures, tables and text graphics will be required whether or not you
embed your figures in the text. See also the section on Electronic artwork. To
avoid unnecessary errors you are strongly advised to use the 'spell-check' and

‘grammar-check’ functions of your wordprocessor.
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Other than the cover page, every page of the manuscript, including the title
page, references, tables etc. should be numbered; however, in the text no
reference should be made to page numbers.

Article structure
Subdivision - numbered sections

Divide your article into clearly defined and numbered sections. Subsections
should be numbered 1.1 (then 1.1.1, 1.1.2, ...), 1.2, etc. (the abstract is not
included in section numbering). Use this numbering also for internal cross-
referencing: do not just refer to 'the text'. Any subsection may be given a brief
heading. Each heading should appear on its own separate line.

Introduction
State the objectives of the work and provide an adequate background,

avoiding a detailed literature survey or a summary of the results.

Material and methods
Provide sufficient detail to allow the work to be reproduced. Methods already
published should be indicated by a reference: only relevant modifications should

be described.

Results

Results should be clear and concise.

Discussion
This should explore the significance of the results of the work, not repeat
them. A combined Results and Discussion section is often appropriate. Avoid

extensive citations and discussion of published literature.

Conclusions
The main conclusions of the study may be presented in a short Conclusions
section, which may stand alone or form a subsection of a Discussion or Results

and Discussion section.
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Essential title page information

« Title. Concise and informative. Titles are often used in information-retrieval
systems. Avoid abbreviations and formulae where possible.

* Author names and affiliations. Where the family name may be ambiguous
(e.g., a double name), please indicate this clearly. Present the authors' affiliation
addresses (where the actual work was done) below the names. Indicate all
affiliations with a lower-case superscript letter immediately after the author's name
and in front of the appropriate address. Provide the full postal address of each
affiliation, including the country name and, if available, the e-mail address of each
author.

» Corresponding author. Clearly indicate who will handle correspondence at all
stages of refereeingand publication, also post-publication. Ensure that phone
numbers (with country and area code) are provided in addition to the e-mail
address and the complete postal address. Contact details must be kept up to date
by the corresponding author.

* Present/permanent address. If an author has moved since the work described
in the article was done, or was visiting at the time, a 'Present address' (or
'Permanent address’) may be indicated as a footnote to that author's name. The
address at which the author actually did the work must be retained as the main,

affiliation address. Superscript Arabic numerals are used for such footnotes.

Abstract

A concise and factual abstract is required. The abstract should state briefly
the purpose of the research, the principal results and major conclusions. An
abstract is often presented separately from the article, so it must be able to stand
alone. For this reason, References should be avoided, but if essential, then cite
the author(s) and year(s). Also, non-standard or uncommon abbreviations should
be avoided, but if essential they must be defined at their first mention in the

abstract itself. The abstract should not exceed 200 words.

Highlights
Highlights are mandatory for this journal. They consist of a short collection of
bullet points that convey the core findings of the article and should be submitted in

a separate file in the online submission system. Please use 'Highlights' in the file
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name and include 3 to 5 bullet points (maximum 85 characters, including spaces,

per bullet point). See http://www.elsevier.com/highlights for examples.

Keywords

Immediately after the abstract, provide a maximum of 6 keywords, using
American spelling and avoiding general and plural terms and multiple concepts
(avoid, for example, 'and', 'of'). Be sparing with abbreviations: only abbreviations
firmly established in the field may be eligible. These keywords will be used for

indexing purposes.

Abbreviations

Define abbreviations that are not standard in this field in a footnote to be
placed on the first page of the article. Such abbreviations that are unavoidable in
the abstract must be defined at their first mention there, as well as in the footnote.
Ensure consistency of abbreviations throughout the article.

Acknowledgements

Collate acknowledgements in a separate section at the end of the article
before the references and do not, therefore, include them on the title page, as a
footnote to the title or otherwise. List here those individuals who provided help
during the research (e.g., providing language help, writing assistance or proof

reading the article, etc.).

Units
Follow internationally accepted rules and conventions: use the international

system of units (SI). If other units are mentioned, please give their equivalent in SI.

Nomenclature and units

Follow internationally accepted rules and conventions: use the international
system of units (SI). If other quantities are mentioned, give their equivalent in SI.
You are urged to consult IUPAC:

Nomenclature of Organic Chemistry: http://www.iupac.org/ for further information.

Database linking

111



Elsevier encourages authors to connect articles with external databases,
giving their readers oneclick access to relevant databases that help to build a
better understanding of the described research.

Please refer to relevant database identifiers using the following format in your
article: Database: xxxx (e.g., TAIR: AT1G01020; CCDC: 734053; PDB: 1XFN).

See http://www.elsevier.com/databaselinking for more information and a full list of

supported databases.

Footnotes

Footnotes should be used sparingly. Number them consecutively throughout
the article, using superscript Arabic numbers. Many wordprocessors build
footnotes into the text, and this feature may be used. Should this not be the case,
indicate the position of footnotes in the text and present the footnotes themselves

separately at the end of the article. Do not include footnotes in the Reference list.

Table footnotes

Indicate each footnote in a table with a superscript lowercase letter.

Artwork

Electronic artwork

General points

» Make sure you use uniform lettering and sizing of your original artwork.

» Embed the used fonts if the application provides that option.

* Aim to use the following fonts in your illustrations: Arial, Courier, Times New
Roman, Symbol, or use fonts that look similar.

* Number the illustrations according to their sequence in the text.

 Use a logical naming convention for your artwork files.

* Provide captions to illustrations separately.

» Size the illustrations close to the desired dimensions of the printed version.

» Submit each illustration as a separate file.

A detailed guide on electronic artwork is available on our website:
http://www.elsevier.com/artworkinstructions

You are urged to visit this site; some excerpts from the detailed information are

given here.

112


http://www.elsevier.com/databaselinking

Formats

If your electronic artwork is created in a Microsoft Office application (Word,
PowerPoint, Excel) then please supply 'as is' in the native document format.
Regardless of the application used other than Microsoft Office, when your
electronic artwork is finalized, please 'Save as' or convert the images to one of the
following formats (note the resolution requirements for line drawings, halftones,
and line/halftone combinations given below):
EPS (or PDF): Vector drawings, embed all used fonts.
TIFF (or JPEG): Color or grayscale photographs (halftones), keep to a minimum of
300 dpi.
TIFF (or JPEG): Bitmapped (pure black & white pixels) line drawings, keep to a
minimum of 1000 dpi.
TIFF (or JPEG): Combinations bitmapped line/half-tone (color or grayscale), keep

to a minimum of 500 dpi.

Please do not:

» Supply files that are optimized for screen use (e.g., GIF, BMP, PICT, WPG);
these typically have a low number of pixels and limited set of colors;

* Supply files that are too low in resolution;

» Submit graphics that are disproportionately large for the content.

Color artwork

Please make sure that artwork files are in an acceptable format (TIFF (or
JPEG), EPS (or PDF), or MS Office files) and with the correct resolution. If,
together with your accepted article, you submit usable color figures then Elsevier
will ensure, at no additional charge, that these figures will appear in color on the
Web (e.g., ScienceDirect and other sites) regardless of whether or not these
illustrations are reproduced in color in the printed version. For color reproduction in
print, you will receive information regarding the costs from Elsevier after receipt of
your accepted article. Please indicate your preference for color: in print or on the
Web only. For further information on the preparation of electronic artwork, please

see http://www.elsevier.com/artworkinstructions.

Please note: Because of technical complications which can arise by

converting color figures to 'gray scale' (for the printed version should you not opt
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for color in print) please submit in addition usable black and white versions of all
the color illustrations.

Figure captions

Ensure that each illustration has a caption. Supply captions separately, not
attached to the figure. A caption should comprise a brief title (not on the figure
itself) and a description of the illustration. Keep text in the illustrations themselves

to a minimum but explain all symbols and abbreviations used.

Tables

Number tables consecutively in accordance with their appearance in the text.
Place footnotes to tables below the table body and indicate them with superscript
lowercase letters. Avoid vertical rules. Be sparing in the use of tables and ensure
that the data presented in tables do not duplicate results described elsewhere in
the article. Appropriate indications of replication and variability should be included.

References

Citation in text

Please ensure that every reference cited in the text is also present in the
reference list (and vice versa). Any references cited in the abstract must be given
in full. Unpublished results and personal communications are not recommended in
the reference list, but may be mentioned in the text. If these references are
included in the reference list they should follow the standard reference style of the
journal and should include a substitution of the publication date with either
‘Unpublished results' or 'Personal communication'. Citation of a reference as 'in

press' implies that the item has been accepted for publication.

Reference links

Increased discoverability of research and high quality peer review are
ensured by online links to the sources cited. In order to allow us to create links to
abstracting and indexing services, such as Scopus, CrossRef and PubMed, please
ensure that data provided in the references are correct. Please note that incorrect

surnames, journal/book titles, publication year and pagination may prevent link
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creation. When copying references, please be careful as they may already contain
errors. Use of the DOI is encouraged.

Web references

As a minimum, the full URL should be given and the date when the reference
was last accessed. Any further information, if known (DOI, author names, dates,
reference to a source publication, etc.), should also be given. Web references can
be listed separately (e.g., after the reference list) under a different heading if
desired, or can be included in the reference list.

References in a special issue
Please ensure that the words 'this issue' are added to any references in the
list (and any citations in the text) to other articles in the same Special Issue.

Reference formatting

There are no strict requirements on reference formatting at submission.
References can be in any style or format as long as the style is consistent. Where
applicable, author(s) name(s), journal title/book title, chapter title/article title, year
of publication, volume and issue/book chapter and the pagination must be present.
Use of DOI is highly encouraged. The reference style used by the journal will be
applied to the accepted article by Elsevier at the proof stage. Note that missing
data will be highlighted at proof stage for the author to correct. If you do wish to
format the references yourself they should be arranged according to the following

examples:

Reference style

Text: Citations in the text should follow the referencing style used by the
American Psychological Association. You are referred to the Publication Manual of
the American Psychological Association, Sixth Edition, ISBN 978-1-4338-0561-5,
copies of which may be ordered from http://books.apa.org/books.cfm?id=4200067
or APA Order Dept., P.O.B. 2710, Hyattsville, MD 20784, USA or APA, 3 Henrietta
Street, London, WC3E 8LU, UK.

List: references should be arranged first alphabetically and then further

sorted chronologically if necessary. More than one reference from the same
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author(s) in the same year must be identified by the letters 'a’, 'b’, 'c', etc., placed
after the year of publication.

Examples:

Reference to a journal publication:

Van der Geer, J., Hanraads, J. A. J., & Lupton, R. A. (2010). The art of writing a
scientific article. Journal of Scientific Communications, 163, 51-59.

Reference to a book:
Strunk, W., Jr., & White, E. B. (2000). The elements of style. (4th ed.). New York:
Longman, (Chapter 4).

Reference to a chapter in an edited book:

Mettam, G. R., & Adams, L. B. (2009). How to prepare an electronic version of
your article. In B. S. Jones, & R. Z. Smith (Eds.), Introduction to the electronic age
(pp- 281-304). New York: E-Publishing Inc.
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